In vitro culture assays with Halamphora luciae. Different mass spectrometry techniques applied for the characterization of carbohydrates and proteome by Daglio, Yasmin
  
Universidad de Buenos Aires 
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales 
 
Experiencias en cultivos in vitro de Halamphora luciae. 
Aplicaciones de técnicas de espectrometría de masa en el 
estudio de los hidratos de carbono y del proteoma 
 
 
Tesis presentada para optar al título de Doctor de la Universidad de 
Buenos Aires en el área: Ciencias Biológicas 
 
 
Lic. Yasmin Daglio 
 
 
 
 
Directora de Tesis: Dra. María Cristina Matulewicz 
Directora asistente: Dra. María Cecilia Rodríguez 
Consejera de estudios: Dra. Nora Irene Maidana 
Lugar de trabajo: CIHIDECAR-CONICET, Departamento de Química Orgánica, 
FCEyN, UBA 
Buenos Aires, 2019 
Experiencias en cultivos in vitro de Halamphora luciae. 
Aplicaciones de técnicas de espectrometría de masa en el estudio 
de los hidratos de carbono y del proteoma 
 
La diatomea bentónica Halamphora luciae del estuario de Bahía Blanca fue 
seleccionada como especie apta para el cultivo masivo con fines industriales. Se 
evaluó el crecimiento de cultivos unialgales axénicos en medios de cultivo f/2 con 
distintos balances de nitrógeno:fósforo. La capacidad de carga de la población y la 
tasa de crecimiento disminuyeron en los medios carenciados de P (f/2-P) o N (f/2-
N). En f/2-P aumentaron la movilidad celular, la secreción de sustancias 
poliméricas extracelulares y la actividad fosfatasa alcalina mientras que en f/2-N 
solo aumentó la relación superficie/volumen. El tamaño de las areolas se redujo 
en ambos medios carenciados. Mediante espectrometría de masa MALDI-TOF se 
demostró el incremento del peso molecular de los fragmentos de la 
crisolaminarina con el envejecimiento del cultivo y la incubación en f/2-P y f/2-N. 
Finalmente, se registraron cambios en el proteoma en las tres condiciones de 
cultivo. En los medios carenciados se destacan: la reducción de proteínas 
plastidiales, el incremento de enzimas de la biosíntesis de crisolaminarina 
coincidente con el mayor grado de polimerización de este polisacárido registrado 
por MALDI, la mayor abundancia de AcetilCoA carboxilasa y V-ATPasas 
conjuntamente con el mayor contenido de lípidos y aumento de volumen de las 
vacuolas lipídicas. Los resultados obtenidos sugieren el aprovechamiento de esta 
diatomea como una especie oleaginosa. 
 
Palabras clave: carencia de nutrientes, crisolaminarina, diatomeas bentónicas, 
Halamphora luciae, MALDI-TOF, polisacáridos, proteómica. 
In vitro culture assays with Halamphora luciae. Different mass 
spectrometry techniques applied for the characterization of 
carbohydrates and proteome. 
 
The benthic diatom Halamphora luciae isolated from the Bahía Blanca mudflat 
was obtained in of unialgal axenic cultures and assayed for growth in f/2 media 
with different nitrogen:phosphorus balances. Carrying capacity and growth rate of 
the population decreased in P (f/2-P) and N (f/2-N) depleted media. In f/2-P there 
were an increment in cellular motility, secretion of extracellular polymeric 
substances and alkaline phosphatase activity, while in f/2-N only a higher 
area/volume ratio was registered. Areolae size diminished in both nutrient 
depleted media. Higher molecular weight fragments of chrysolaminarin were 
detected by means of MALDI-TOF MS in aging cultures and under P and N 
depletion. Finally, the proteome was characterized in all growth conditions. 
Namely, in nutrient depleted media there was a diminution in plastid proteins, 
accompanying plastid reduction and disorganization, a higher abundance of 
enzymes of the biosynthesis of chrysolaminarin coinciding with the higher degree 
of polymerization of the polysaccharide observed in MALDI spectra, increase in 
AcetylCoA carboxylase and V-ATPases in concomitance with higher lipid 
content and bigger lipid vacuoles. The results suggest that this diatom can be 
exploited as an oleaginous species. 
 
Key words: benthic diatoms, chrysolaminarin, Halamphora luciae, MALDI-
TOF, nutrient depletion, polysaccharides, proteomics. 
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Objetivos e Hipótesis 
1 
Objetivos generales 
 
Los objetivos generales fueron: 
 Caracterizar los polisacáridos y proteínas de la diatomea bentónica 
Halamphora luciae, especie frecuente en el estuario de Bahía Blanca con 
potencialidad para ser cultivada a gran escala con fines industriales. 
 Estudiar la incidencia de las variables de cultivo en la producción de las 
sustancias poliméricas solubles (EPS) y de la sustancia de reserva, un (13)-β-
D-glucano. 
 Analizar los cambios metabólicos producidos por la carencia de nutrientes en 
el proteoma. 
 
Los objetivos específicos propuestos fueron los siguientes:  
 Optimizar el rendimiento de biomasa de la microalga ajustando las condiciones 
de cultivo.  
 Optimizar la producción de mucílago extracelular.  
 Evaluar el efecto de la carencia de nutrientes (nitrógeno y fósforo) por medio 
de: 
 indicadores morfológicos (biovolumen, morfometría del frústulo), 
 cambios en la movilidad (patrón de movimiento, velocidad de 
desplazamiento), 
 indicadores fisiológicos (acumulación de lípidos, actividad 
enzimática fosfatasa alcalina y proteasa en el mucílago 
extracelular), 
 análisis del proteoma. 
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 Puesta a punto de las técnicas de cosecha y purificación de mucílago 
extracelular.  
 Optimización de las técnicas de aislamiento, purificación y caracterización de 
los polisacáridos celulares y extracelulares. 
 
A fin de presentar de forma ordenada los resultados obtenidos a partir de los 
objetivos propuestos, la tesis se estructuró en dos secciones.  
En la Sección 1 se describen el hábitat, la morfología y forma de vida de las 
diatomeas en general y de la especie Halamphora luciae, en particular. Se detallan 
los análisis morfométricos mediante el uso de microscopía (óptica, MEB, ESEM) 
y los ensayos fisiológicos realizados sobre la especie en cuestión (velocidad de 
desplazamiento, actividad de fosfatasa alcalina, actividad proteasa) cultivada en 
medio f/2 completo y con carencia de P y N.  
La Sección 2 se focaliza en la aplicación de técnicas de espectrometría de masa 
para estudiar la incidencia de las condiciones de cultivo sobre los polisacáridos y 
el proteoma de las células. 
 
HIPÓTESIS 
Las hipótesis a poner a prueba son:  
Hipótesis 1: La carencia de nutrientes estimula la acumulación de lípidos de H. 
luciae. 
Hipótesis 2: La carencia de nutrientes provoca modificaciones en el área y en el 
biovolumen celular de H. luciae. 
Hipótesis 3: La deficiencia de nutrientes provoca cambios en la morfología del 
frústulo de las diatomeas de H. luciae. 
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Hipótesis 4: La abundancia de los polisacáridos extracelulares depende de la 
composición de la solución nutritiva del medio.  
Hipótesis 5: La movilidad celular depende de la composición del medio de 
cultivo. 
Hipótesis 6: La carencia de fósforo induce la actividad de fosfatasas alcalinas 
extracelulares. 
Hipótesis 7: La carencia de nitrógeno induce la actividad de proteasas. 
Hipótesis 8: El grado de polimerización de los polisacáridos intracelulares 
depende de la edad de cultivo. 
Hipótesis 9: El grado de polimerización de los polisacáridos intracelulares varía 
con la deficiencia de fósforo y nitrógeno. 
Hipótesis 10: El proteoma difiere según las condiciones nutritivas del medio de 
cultivo. 
 4 
Abreviaturas utilizadas: 
BCIP: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato. 
b-EPS: sustancias poliméricas extracelulares adheridas a la membrana plasmática. 
BSA: albúmina del suero bovino. 
CAT: ciclo de los ácidos tricarboxílicos. 
CHCA: ácido-α-ciano-4-hidroxicinámico. 
CG: cromatografía gaseosa. 
DHBA: ácido 2,5-dihidroxibenzoico (ácido gentísico). 
DMSO: dimetilsufóxido. 
EI: ionización electrónica. 
ESEM: microscopia electrónica de barrido ambiental. 
ESI: volatilización/ionización por nebulización en un campo eléctrico 
(electrospray ionization). 
f/2: medio de cultivo f/2. 
f/2-N: medio de cultivo f/2 con carencia de nitrógeno. 
f/2-P: medio de cultivo f/2 con carencia de fósforo. 
HCD: celda de colisión de alta energía (high collision dissociation). 
HPLC: cromatografía líquida de alta eficiencia (high performance liquid 
chromatography). 
MEB: microscopia electrónica de barrido. 
Mn: promedio numérico. 
MS: espectrometría de masa. 
Mw: promedio pesado. 
NBT: azul de nitrotetrazolio. 
nHo: nor-harmano. 
 5 
PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida (polyacrylamide gel 
electrophoresis). 
PF: peso fresco. 
PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo. 
pNPP: p-nitrofenilfosfato. 
RMN: Resonancia magnética nuclear. 
SA: ácido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinámico(ácido sinapínico). 
s-EPS: sustancia poliméricas extracelulares solubles. 
s-EPSc: sustancia poliméricas extracelulares solubles del medio completo f/2. 
s-EPS-N: sustancia poliméricas extracelulares solubles del medio carente de 
nitrógeno.  
s-EPS-P: sustancia poliméricas extracelulares solubles del medio carente de 
fósforo. 
TAGs: triacilglicéridos. 
TCA: ácido tricloroacético.  
TFA: ácido trifluoroacético. 
UDP-Glc: uridinadifosfato- glucosa. 
UV-MALDI-TOF MS: espectrometría de masa de desorción/ionización inducida 
por un láser ultravioleta y asistida por una matriz con analizador de tiempo de 
vuelo (ultraviolet matrix-assisted laser desorption/ionization time-of flight mass 
spectrometry). 
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Sección 1                                                                                               Introducción 
6 
1.1. Características generales de las diatomeas 
Las diatomeas conforman el grupo con mayor biodiversidad dentro de los 
eucariotas unicelulares. Se encuentran en todo tipo de hábitats acuáticos, tanto 
marinos como continentales, lóticos o lénticos, incluyendo ambientes 
transitoriamente secos (Graham & Wilcox 2009). 
Pueden ser planctónicas o bentónicas, de vida libre o sésiles, en cuyo caso se 
adhieren al sustrato o entre sí a través de películas mucilaginosas, pedúnculos, 
espinas, etc. (Round et al. 1990, Medlin 2016). Menos frecuentemente, se las 
encuentra como endosimbiontes dentro de las células de dinoflagelados y 
foraminíferos (Holzmann et al. 2006, Hehenberger et al. 2016). 
Generalmente son fotoautótrofas y como tales son responsables del 40 % de la 
producción primaria en los sistemas marinos y del 25 % a nivel global (Field et al. 
1998, Geider et al. 2001, Tréguer et al. 2018). Juegan un papel central en el 
reciclado biogeoquímico de nutrientes como el carbono, el nitrógeno y la sílice. 
Como componentes de la bomba biológica de carbono oceánica, secuestran CO2 
atmosférico que se acumula en el lecho oceánico (Bowler et al. 2010). 
Las especies bentónicas suelen ser mixotróficas, alternando un patrón 
fotosintético durante el día con la asimilación de materia orgánica durante la 
noche, al tiempo que siguen un ciclo de migración vertical en los sedimentos 
(Saburova & Polikarpov 2003).  
Las especies planctónicas están expuestas a cambios drásticos en las 
intensidades y frecuencias del espectro lumínico debido al movimiento turbulento 
del agua. Falkowski & Knoll (2007) atribuyen el éxito de las diatomeas como 
organismos planctónicos al perfil de sus pigmentos fotosintéticos, junto a otras 
adaptaciones morfo-fisiológicas (Padisák et al. 2003). 
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Los cloroplastos, producto de endosimbiosis secundaria, están envueltos por 
cuatro membranas. Los tilacoides se agrupan de a tres, rodeados por una lamela 
periférica (girdle lamella) (Archibald 2012).  
La estructura tilacoidal más laxa de los plastos secundarios, que carecen de 
granas, permite un contacto físico más fluido entre los dos fotosistemas a través 
de la difusión facilitada de los transportadores de electrones (complejos citocromo 
b6 y citocromo f) contribuyendo a la fotoprotección del fotosistema II en 
condiciones saturantes de iluminación (Flori et al. 2017). 
La clorofila a y las clorofilas c2 y c1 o c3, junto con la fucoxantina, forman el 
complejo FCP (fucoxantina-clorofila-proteína) que funciona como antena 
(Wilhelm et al. 2014, Büchel et al. 2017). Adicionalmente, otros pigmentos 
accesorios como el β-caroteno, la diadinoxantina, la diatoxantina, la violaxantina, 
la anteraxantina y la zeaxantina actúan como fotoprotectores.  
A pesar de la gran variedad de proteínas de los complejos FCP (Figura 1.1), la 
pigmentación pardo-dorada es bastante uniforme debido a la concentración 
elevada de xantofilas, en particular fucoxantina (Kuczynska et al. 2015).  
Por otro lado, la abundancia relativa de los acerbos proteicos de los complejos 
FCP varía con la intensidad de la iluminación (Wilhelm et al. 2014, Flori et al. 
2017). Además, existen diferencias en el espectro de absorción de las 
fucoxantinas asociadas a cada uno de los fotosistemas; las que absorben a 
longitudes de onda más largas intervienen en la transferencia de energía en el 
fotosistema II (Veith et al. 2009, Büchel et al 2017) (Figura 1.1). 
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Figura 1.1: Esquema simplificado de la organización de los fotosistemas en las 
membranas del tilacoide. En detalle, se muestra el complejo antena asociado al 
fotosistema II. Fucoxantinas (Fx) de diferente espectro de absorción se asocian a 
proteínas y clorofila en los complejos FCP. Adicionalmente, otros carotenos como 
la diadionoxantina (Ddx) y diatoxantina (Dtx) se localizan dentro de la bicapa 
lipidica. Referencias: PSI: fotosistema I, Lhc: complejos antena asociados al 
fotosistema I (Modificada a partir de Kuczynska et al. 2015).  
 
El tipo y acumulación de sustancias de reserva dentro de vacuolas 
citoplasmáticas varía con las condiciones de crecimiento. Las principales 
sustancias de reserva son: el polisacárido crisolaminarina, un (13)-β-D-glucano 
con diferentes grados de ramificación (Størseth et al. 2006), lípidos que incluyen 
triacilglicéridos (TAGs) y ácidos grasos (Chen 2012, Yang et al. 2013, Bellou et 
al. 2014, Cañavate et al. 2016) o cuerpos de polifosfato en forma de gránulos de 
volutina (Diaz et al. 2008).  
Las diatomeas carecen de células vegetativas monadoides. Únicamente las 
gametas masculinas de las especies céntricas poseen un flagelo con mastigonemas 
(van den Hoek et al. 1995, Graham & Wilcox 2009, Adl et al. 2012). En corte 
Sección 1                                                                                               Introducción 
9 
transversal, el axonema carece del par central de microtúbulos (estructura 9+0) 
(Jensen et al. 2003), lo que explica su escasa movilidad. 
El aspecto más sobresaliente de las diatomeas es su cubierta celular, el 
frústulo, compuesto fundamentalmente por sílice amorfa (SiO2.nH2O) recubierta 
externamente por una capa de materia orgánica (Aumeier & Menzel 2012). En 
algunos casos, dicha cubierta orgánica puede depositarse entre el frústulo y la 
membrana plasmática, el diatotepum (Underwood & Paterson 2003, Tesson & 
Hildebrand 2013, Bedoshvili et al. 2018).  
Cada elemento de la cubierta formado por sílice es sintetizado dentro de una 
vesícula de deposición de sílice (SDV) ubicada en el citoplasma (Round et al. 
1990, van den Hoek et al. 1995). En las últimas décadas han sido aisladas una 
pléyade de proteínas y moléculas orgánicas involucradas en la internalización de 
la sílice, el proceso de silicificación y la estabilización del frústulo (Hildebrand 
2008, de Tommasi et al. 2017), como las frustulinas, las silafinas, las pleuralinas, 
las cingulinas y las poliaminas de cadena larga (Sumper et al. 2005, 2007, Krӧger 
& Poulsen 2008).  
La sílice es resistente al ataque enzimático, confiriendo a las diatomeas 
invulnerabilidad al ataque de microorganismos y herbívoros (Graham & Wilcox 
2009). En consecuencia, el frústulo es en gran medida responsable de las ventajas 
adaptativas que contribuyeron a la expandida distribución y biodiversidad del 
grupo (Gross 2012). 
El frústulo está formado por dos piezas parcialmente superpuestas, la epiteca y 
la hipoteca (de menor tamaño que la anterior). Cada una se compone de una 
valva y los elementos del cíngulo adyacentes a la valva. Se los denomina epivalva 
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y epicíngulo e hipovalva e hipocíngulo conforme pertenezcan a la epiteca o 
hipoteca, respectivamente (Figura 1.2).  
 
Figura 1.2: Representación del frústulo y sus elementos en vista cingular 
(esquema modificado de Hasle & Sylvertsen 1997). En la figura se indican las 
vistas valvar y cingular, dependiendo si el frústulo es observado desde arriba o 
desde alguno de sus lados. 
 
La expansión de las células ocurre en la zona del cíngulo. Las bandas 
cingulares difieren en su morfología en las distintas especies, siendo 
completamente cerradas, con hendiduras o con proyecciones (lígulas) (Graham & 
Wilcox 2009, Cox 2014) (Figura 1.3). 
 
 
Figura 1.3: Diferentes tipos de bandas del cíngulo (Adaptado de Graham & 
Wilcox 2009). 
Sección 1                                                                                               Introducción 
11 
Tanto las valvas como el cíngulo están atravesados por poros de distinto 
tamaño o tipo, llamados areolas (Figura 1.4a). La función de estas aberturas es 
permitir el intercambio gaseoso y de moléculas entre la célula y el medio; además 
disminuyen la densidad del frústulo retardando el hundimiento de las especies 
planctónicas en la columna de agua. Frecuentemente, las areolas están recubiertas 
por una delgada capa de sílice perforada por pequeños poros, el velo. Las areolas 
pueden alinearse en filas denominadas estrías, que se observan al microscopio 
óptico como líneas paralelas (Figura 1.4a). 
 
 
Figura 1.4: Esquema del frústulo de una diatomea pennada con rafe, a) elementos 
del frústulo, b) ejes de simetría en una diatomea pennada: apical, transapical y 
pervalvar. 
 
Según la simetría de la valva sea radial o bilateral, se distinguen dos grandes 
grupos morfológicos: las diatomeas “céntricas” y “pennadas” (Round et al. 
1990).  
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La simetría de los frústulos se define de acuerdo a un sistema de ejes. Las 
diatomeas pennadas presentan tres ejes de simetría (Figura 1.4b): el eje apical, el 
transapical y el pervalvar. El eje apical corre de un extremo al otro de la valva y 
define su longitud. El eje transapical es perpendicular al eje apical y define el 
ancho de la valva. Por último el eje pervalvar atraviesa la hipoteca y la epiteca, 
es perpendicular a los dos ejes anteriores y denota la altura del frústulo. 
En las diatomeas pennadas una o ambas valvas pueden presentar una hendidura 
longitudinal con extremos variables conocida como rafe (Figura 1.4a). El rafe se 
localiza por lo general en el centro de la valva, aunque puede ser marginal en 
algunas especies (Graham & Wilcox 2009). De acuerdo con la presencia o 
ausencia de rafe, se las separa en diatomeas con y sin rafe, respectivamente.  
El rafe puede extenderse en forma continua a lo largo de toda la valva o bien 
estar interrumpido por engrosamientos llamados nódulos centrales o terminales, 
según se encuentren en el centro o en sus extremos.  
En corte transversal de la valva, la hendidura del rafe se observa en forma de 
“zig-zag” (Figura 1.5).  
 
 
Figura 1.5: Representación de un corte transversal en la región del rafe de una 
diatomea con rafe. La flecha blanca señala el aspecto de zig-zag de la hendidura. 
(Imagen de Graham & Wilcox 2009). 
Sección 1                                                                                               Introducción 
13 
Las dos mitades de la valva encajan una dentro de otra a través de una especie 
de cuña, cuya función es conferir mayor resistencia y evitar la ruptura a lo largo 
de esta fractura. 
 
1.2. Movilidad en diatomeas con rafe 
Las diatomeas pennadas se desplazan mediante la liberación de mucílago a 
través del rafe o de campos porosos en una o en ambas valvas (van den Hoek et 
al. 1995). Wetherbee et al. (1998) propusieron un mecanismo celular de 
desplazamiento a través de un continuo de proteínas conectoras y transmembrana 
que se extienden desde los filamentos de actina del citoesqueleto hasta el 
mucílago adherido a la superficie del sustrato, denominado complejo de adhesión 
(CA) (Figura 1.6).  
 
Figura 1.6: Diagrama del complejo de adhesión (CA) en una diatomea con rafe. 
A medida que la célula avanza conjuntamente con la liberación de mucílago, el 
CA acompaña el ensamble del citoesqueleto moviéndose hacia el extremo anterior 
del rafe respecto de la dirección de desplazamiento, indicada por la flecha 
superior. (Imagen adaptada de Wetherbee et al. 1998). 
Sección 1                                                                                               Introducción 
14 
Debido al desplazamiento de las proteínas motoras del citoesqueleto (complejo 
actina-miosina), el CA atraviesa la membrana plasmática y culmina con la 
secreción de mucílago que, al adherirse a la superficie, genera la tracción sobre el 
sustrato. Si la especie posee rafe en ambas valvas, el que se encuentra en contacto 
con el sustrato es denominado “impulsor” mientras que el opuesto es llamado “no 
impulsor” (Figura 1.7). 
 
Figura 1.7: Diagrama ejemplificando la expulsión de los filamentos adhesivos 
mucilaginosos durante el desplazamiento de una diatomea con rafe (Imagen 
adaptada de Molino & Wetherbee 2008). 
 
En el caso de las especies de los géneros Amphora y Halamphora, ambos rafes 
se encuentran en contacto con el sustrato y forman dos huellas mucilaginosas 
paralelas durante el desplazamiento (Figura 1.8). 
 
Figura 1.8: Imagen de microscopía confocal del rastro mucilaginoso de Amphora 
coffeaeformis (a) y su ampliación en 3 dimensiones (b). La separación entre 
ambos rastros es de 5 m (Molino et al. 2006). 
Sección 1                                                                                               Introducción 
15 
La adhesión de las diatomeas a un sustrato puede ser primaria y/o secundaria 
(Wetherbee et al. 1998). La adhesión primaria es un proceso activo inducido por 
señales químicas o físicas y durante la misma las diatomeas con rafe re-orientan 
su posición hacia las condiciones ambientales más adecuadas (Figura 1.9).  
 
 
Figura 1.9: Adhesión inicial de una diatomea con rafe en ambas valvas. Una 
célula suspendida en la columna de agua (a) al sedimentar contacta con la 
superficie a través del rafe (b), o del cíngulo (c). En este caso, hay secreción de 
mucílago desde ambos rafes (d) y, luego de un movimiento de balanceo, uno de 
los rafes adopta la función de impulsor (e) y comienza el desplazamiento sobre el 
sustrato (f). (Adaptada de Molino & Wetherbee 2008). 
 
Cuando una diatomea con rafe en las valvas opuestas (Figura 1.9a) se deposita 
sobre los sedimentos, puede ocurrir que: a) el rafe quede en contacto directo con 
el sustrato (Figura 1.9b) o b) el cíngulo se apoye sobre el sustrato (Figura 1.9c). 
En este caso, la interacción del citoesqueleto con el CA permite la reorientación 
de la célula y asegura la adhesión al sustrato mediante la secresión de mucílago o 
sustancias poliméricas extracelulares (EPS) (Molino & Wetherbee 2008) desde 
cada rafe (Figura 1.9c). Si ambos rafes contactan simultáneamente la superficie 
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(Figura 1.9d), un movimiento de balanceo de la célula la inclina a favor de una 
de las valvas, cuyo rafe adopta el papel de “impulsor” (Figura 1.9e). 
Posteriormente, la interacción citoesqueleto–CA actuará como fuerza motriz en el 
desplazamiento (Figura 1.9f) (Crawford et al. 2001, Higgins et al. 2003). La 
adhesión primaria es temporal y las células podrán separarse del sustrato una vez 
seleccionada la dirección de desplazamiento.  
La adhesión secundaria ocurre cuando las células se adhieren al sustrato de 
forma permanente a través de sustancias poliméricas extracelulares como films, 
tallos o tubos. 
 
1.3. Clasificación de las diatomeas 
Las diatomeas comprenden unas 30000 a 100000 especies, incluidas dentro de 
los estramenopiles (también conocidos como heterocontos) del supergrupo SAR 
(Stramenopiles, Alveolata y Rhizaria) (Adl et al. 2012, Burki 2014).  
Si bien se han aplicado diversos sistemas de clasificación basados en aspectos 
morfológicos, morfométricos, reproductivos o moleculares, aun no se cuenta con 
una separación en grupos o taxones naturales (Medlin & Kaczmarska 2004). 
Tradicionalmente y debido a su practicidad, aunque sin valor taxonómico, se 
sigue conservando la separación propuesta por Round et al. (1990) en dos grandes 
grupos: céntricas y pennadas. Estos grupos están definidos por la simetría del 
frústulo, el tipo de reproducción sexual y el número de cloroplastos por célula. 
Las diatomeas céntricas, de simetría radial, poseen numerosos cloroplastos 
discoides y su reproducción sexual es por oogamia en especies mayoritariamente 
homotálicas. En cambio, las especies pennadas, de simetría bilateral, son 
usualmente elongadas con cloroplastos poco numerosos y de tipo lobulado y su 
Sección 1                                                                                               Introducción 
17 
reproducción sexual es por isogamia o anisogamia fisiológica entre cepas 
heterotálicas (Chepurnov & Mann 2004). 
La búsqueda de líneas monofiléticas por filogenia molecular (Medlin & 
Kaczmarska 2004, Theriot et al. 2010, Medlin 2016, 2017) indica hasta el 
momento que existirían tres clases: Coscinodiscophyceae (diatomeas céntricas 
con simetría radial), Mediophyceae (diatomeas céntricas bipolares o multipolares 
y Thalassiosirales) y Bacillariophyceae (diatomeas pennadas). 
 
1.4. Ciclo de vida de las diatomeas 
El ciclo de vida de las diatomeas es monogenético diploide (Figura 1.10). 
Durante la división mitótica, se separan las dos valvas y cada célula hija forma 
una nueva hipovalva sobre el molde de las valvas de la progenitora que devendrán 
en las epivalvas de las células hijas (Figura 1.10). Como consecuencia, el tamaño 
celular de la población va decreciendo con las sucesivas divisiones celulares. 
Una vez alcanzado un umbral crítico de tamaño, éste se restituye mediante la 
reproducción sexual (Figura 1.10) (Lewis 1984). Se ha demostrado que el “reloj 
sexual” y la meiosis gametogénica son activados por la reducción de tamaño 
celular (Drebes 1966, Mann et al. 2003). 
Luego de la fusión de las gametas, la cigota aumenta de tamaño dentro de una 
cubierta orgánica, la auxospora.  
Un complejo mecanismo de deposición de sílice conjuntamente con el aumento 
de tamaño de la célula culminan con la ruptura de la cubierta orgánica de la 
auxospora y la deposición del nuevo frústulo. 
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Figura 1.10: Ciclo de vida de la diatomea pennada Pseudo-nitzschia multistriata. 
Las sucesivas divisiones mitóticas en la fase asexual o vegetativa del ciclo 
conducen a la progresiva reducción del tamaño de los individuos de la población. 
Superado un umbral de tamaño mínimo, las células pueden continuar dividiéndose 
hasta la muerte de los individuos resultantes, o bien se induce la reproducción 
sexual para restaurar el tamaño celular. En las especies heterotálicas, la 
percepción de compuestos químicos semejantes a las feromonas provoca la 
atracción entre los individuos M+ (receptores) y M- (dadores). Una vez que las 
células se aparean, ocurre la meiosis y se forman las gametas haploides. La 
conjugación de las gametas produce en esta especie dos cigotas, que se 
desarrollan dentro de las auxosporas. Las auxosporas se expanden. Finalmente, las 
células hijas con el tamaño de frústulo máximo se liberan de la cubierta orgánica 
(Figura adaptada a partir de Basu et al. 2017). 
 
1.5. Sobre el género Halamphora  
Halamphora fue elevado al rango de género por Levkov (2009) luego de una 
revisión exhaustiva del género Amphora sensu lato. Algunos de los criterios 
utilizados para diferenciarlo de Amphora están detallados en la Tabla 1.1. 
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Tabla 1.1: Comparación de algunos caracteres que diferencian a los géneros 
Amphora y Halamphora. 
 
Amphora Halamphora 
 Único cloroplasto con 4 
lóbulos (tipo 1, 
Mereschkowsky 1903). 
 Único cloroplasto en forma de H 
(tipo 2, Mereschkowsky 1903) 
(Figura 1.11). 
 En la valva interna, el rafe 
presenta helictoglosas 
centrales reducidas y 
separadas y distales 
desviadas hacia la parte 
dorsal generalmente, y 
ventral en pocas especies. 
 En la valva interna, el rafe presenta 
helictoglosas centrales fusionadas 
(sensu Levkov) y distales desviadas 
hacia la parte dorsal. 
 El cíngulo presenta bandas 
abiertas, usualmente tres. 
 El cíngulo está compuesto por 
numerosas bandas abiertas con una o 
dos filas de poros redondeados o 
elongados. 
 
 
 
Figura 1.11: Imágenes de microscopio óptica de Halamphora luciae (a) sin filtro 
y (b) con filtro DIC (contraste por interferencia diferencial). Se observa el 
cloroplasto en forma de H (flecha negra). Escala: 10 μm. 
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Los frústulos de Amphora y Halamphora presentan un cíngulo más 
desarrollado en la zona dorsal y más estrecho en la zona ventral, de modo tal 
que las valvas no son paralelas entre sí sino que forman un ángulo. 
Los ejemplares del género Halamphora presentan células solitarias, con valvas 
semi-lanceoladas o semi-elípticas con extremos variables. El rafe se encuentra 
próximo al margen ventral, con los extremos distales y proximales rectos o 
curvados. El borde rafidiano, cuando presente, está solo sobre el lado dorsal. Las 
estrías son uni o biseriadas, formadas por areolas redondeadas, elípticas o 
transversalmente elongadas y ocluidas por un hímen (membrana de sílice muy 
delgada y perforada). Se la encuentra en el epipelon de ambientes de agua dulce, 
marina y/o salobre. Su distribución es cosmopolita y ha sido citada en un amplio 
rango geográfico que abarca desde los 50° N hasta los 38° S y los 122° O hasta 
los 4° E (www.algaebase.org). 
 
1.5.1. Sobre la especie Halamphora luciae 
Halamphora luciae fue descripta originalmente por Snoejis & Balashova 
(1998) a partir de muestras del Mar Báltico. Para la descripción morfológica de H. 
luciae (Cholnoky) Levkov, se aplicó la terminología sugerida en Levkov (2009).  
Las valvas de H. luciae son semi-lanceoladas con los extremos capitados, 
levemente inclinados hacia la zona ventral (Levkov 2009). El largo de valva varía 
entre 17 y 43 μm mientras que el ancho es de 3,5 a 6,5 μm. Al MEB, en vista 
valvar externa, las valvas muestran simetría dorsiventral con los márgenes 
dorsales suavemente arqueados y los ventrales rectos. El rafe, levemente curvado, 
exhibe los extremos proximales expandidos y curvados dorsalmente. Las estrías 
dorsales uniseriadas están compuestas de areolas redondeadas a levemente 
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elongadas. En vista valvar interna, presenta una única hilera de areolas cercanas al 
rafe limitada por una costilla longitudinal. Especie bentónica de hábitats salobres 
y marinos (www.algaebase.org). 
En el presente trabajo se adoptó el esquema de clasificación taxonómica 
propuesto por Cox (2015). 
 
 Ubicación taxonómica 
 Dominio: Eukaryota 
 Supergrupo: SAR 
Heterokontobionta (= Stramenopile) 
 División: Ochrophyta  
Phylum: Bacillariophyta 
 Clase: Bacillariophyceae 
 Subclase: Bacillariophycidae 
 Orden: Thalassiophysales 
 Familia: Catenulaceae 
 Género: Halamphora 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
RESULTADOS 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Aislamiento y cultivo de Halamphora 
luciae. Efectos de la carencia de fósforo y 
nitrógeno en experiencias de cultivo in vitro. 
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2.1. Aislamiento de diatomeas bentónicas del estuario de Bahía Blanca. 
Identificación taxonómica y selección de la cepa de estudio 
En la revisión periódica de los tubos de hemólisis inoculados con material 
proveniente de los sedimentos del estuario se identificaron las especies 
representadas en la Figura 2.1.  
 
 
Figura 2.1: Imágenes de microscopía óptica (a, b, d, g, i) y MEB (c, e, f, h) de las 
valvas de los ejemplares encontrados en los tubos de hemólisis. a) 
Cymbellonitzschia sp., b) Halamphora luciae, c) Cymbella sp., d) Navicula aff. 
germanopolonica, e) Navicula salinicola, f) Navicula sp. 1, g) Navicula sp. 2, h) 
Nitzschia pellucida, i) Nitzschia sp. Escala= 1 µm: e; 5 µm: a, c, d, f; 10 µm: b, g, 
h, i. 
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Las diatomeas pennadas Halamphora luciae y Nitzschia pellucida fueron las 
especies más abundantes (Tabla 2.1). 
 
Tabla 2.1: Abundancia relativa de las especies identificadas en los cultivos en los 
tubos de hemólisis. 
 
 Abundancia relativa
a 
Cymbella sp. R 
Cymbellonitzschia sp. R 
Halamphora luciae (Cholnoky) Levkov A 
Navicula aff. germanopolonica Witkowski & Lange-Bertalot F 
Navicula salinicola Hustedt R 
Navicula sp. 1 R 
Navicula sp. 2 R 
Nitzschia pellucida Grunow A 
Nitzschia sp. F 
 
a
 La abundancia relativa (%) indica el porcentaje de individuos de cada una de las 
especies identificadas en relación al total de individuos que componen la muestra. 
Abreviaturas: R: rara (<5 %), F: frecuente (5-20 %), A: abundante (> 20 %). 
Para el cálculo de la abundancia relativa se contabilizaron al menos 400 valvas 
por preparado y 3 preparados por muestra. 
 
Los criterios para seleccionar la especie de Halamphora luciae fueron: 
a) la facilidad de obtener cultivos unialgales axénicos dada su alta abundancia, 
b)  la simplicidad de su mantenimiento por repiques sucesivos en el medio f/2,  
c) la posibilidad de acortar el tiempo de incubación de los diferentes ensayos en 
virtud a su alta tasa de crecimiento in vitro.  
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Cabe señalar que se han estado realizando ensayos piloto para la producción de 
biodiesel con una cepa de Halamphora coffeaeformis aislada de la misma 
localidad (Martín et al. 2016). De allí el interés en poner a punto las condiciones 
de cultivo de otra especie del mismo género a fin de proceder a un futuro escalado 
de volumen en biorreactores. 
 
2.2. Incidencia de la limitación y la carencia de fósforo y nitrógeno sobre el 
crecimiento de Halamphora luciae 
El crecimiento de H. luciae en medio f/2 (control) y en los tratamientos en 
medio f/2 con distintas proporciones de nitrógeno (N) y fósforo (P) (A1-5) en 
placas de 6 pocillos (Tabla 2.2) exhibió una fase logarítmica y una estacionaria 
(Figura 2.2). 
 
Tabla 2.2: Concentración inicial de P y N en el medio control (f/2) y los 
tratamientos A1-5*. 
 
Medio de cultivo N ( μmoles -1) P ( μmoles -1) 
f/2 883 36 
A1 883 9 
A2 221 36 
A3 0 0 
A4 0 36 
A5 883 0 
 
*Nota: Esta tabla, presentada en Métodos experimentales (Tabla 5.2), se 
reproduce aquí para facilitar la comprensión del texto. 
 
Sección 1                                                                                                   Resultados 
25 
 
Figura 2.2: Curvas de crecimiento en cajas de 6 pocillos de H. luciae, en medio 
f/2 (círculo negro) y tratamientos A1 (triángulo blanco), A2 (cuadrado negro), A3 
(círculo blanco), A4 (triángulo negro) y A5 (cuadrado blanco) con diferentes 
relaciones de N:P. Los valores corresponden a la media ± DS (n= 3). 
 
La tasa de crecimiento exponencial (0,29-0,37 día
-1
) no difirió 
significativamente (P > 0,05) entre el control f/2 y los ensayos en los medios 
limitados en macronutrientes A1, A2 y A3 (Tabla 2.3). En A3, la fase 
exponencial se extendió desde el día 2 al 3 (Figura 2.2).  
En los ensayos con medios carentes de uno de los nutrientes esenciales (A4 y 
A5), las tasas de crecimiento exponencial (0,22-0,26 día
-1
) difirieron 
significativamente (P < 0,05) del control (Tabla 2.3).  
Tanto la reducción de la concentración de P o N (A1 y A2) como su ausencia 
(A4 y A5) restringieron en forma significativa (P < 0,05) la capacidad de carga 
del cultivo (Tabla 2.3). 
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Tabla 2.3: Tasa de crecimiento y número final de células de H. luciae en medio 
control (f/2) y tratamientos A1-5 en ensayos en caja de pocillos. El asterisco (*) 
indica diferencias significativas (P ˂ 0,05) en el ANOVA de un factor y prueba de 
Tukey respecto a f/2. Los valores corresponden a la media ± DS (n= 3). 
 
Medio de 
cultivo 
Densidad celular final
 a
 
(células . mm
2
) 
Tasa de crecimiento 
(día
-1
) 
f/2 417 ± 8 0,29 ± 0,01  
A1  385 ± 8 * 0,37 ± 0,03  
A2  373 ± 9 * 0,35 ± 0,02  
A3  233 ± 5 * 0,32 ± 0,02  
A4   224 ± 14*     0,27 ± 0,02 * 
A5    236 ± 21 *    0,23 ± 0,02 * 
a
 Densidad celular en fase estacionaria temprana (7 días). 
 
Al finalizar la experiencia, las células de los tratamientos A4 (f/2-N) y A5 (f/2-
P) se emplearon en las observaciones de MEB y ESEM.  
Los ensayos posteriores se llevaron a cabo únicamente en los medios 
carenciados A4 y A5.  
A fin de contar con mayor cantidad de biomasa, se escaló el volumen a 40 ml 
de medio de cultivo en cristalizadores de 100 ml.  
Se obtuvieron las curvas de crecimiento en el nuevo volumen para las células 
cultivadas en el medio completo f/2, y en los carenciados f/2-N y f/2-P (Figura 
2.3). 
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Figura 2.3: Curvas de crecimiento de H. luciae en cristalizadores con medio f/2 
(cuadrado negro), f/2-N (triángulo blanco) y f/2-P (círculo blanco). Los valores 
corresponden a la media ± DS (n= 3). 
 
La tasa de crecimiento exponencial del medio f/2 fue significativamente (P < 
0,05) mayor que la de los tratamientos f/2-N y f/2-P (Tabla 2.4) y, al igual que en 
el caso de las células crecidas en pocillos, la omisión de N o P redujo el número 
final de células en forma significativa (P < 0,05) (Tabla 2.4). 
 
Tabla 2.4: Tasa de crecimiento y número final de células de H. luciae en medio 
f/2, f/2-P y f/2-N en ensayo en cristalizadores. El asterisco (*) indica diferencias 
significativas (P ˂ 0,05) en el ANOVA de un factor y prueba de Tukey respecto a 
f/2. Los valores corresponden a la media ± DS (n= 3). 
 
Medio de 
cultivo 
Densidad celular final
 a
 
(células . 0,3 mm
-2
) 
Tasa de crecimiento 
(día
-1
) 
f/2 389 ± 2,9 1,19 ± 0,04 
f/2-P   274 ± 28 *    0,95 ± 0,09 * 
f/2-N    294 ± 16 *    1,01 ± 0,03 * 
a
 Densidad celular en fase estacionaria temprana (12 días). 
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2.3. Morfología de H. luciae  
 
2.3.1. Morfometría de vacuolas lipídicas y cuantificación colorimétrica de 
lípidos totales 
Las células incubadas en medios f/2-P y f/2-N exhibieron acumulación de 
cuerpos lipídicos luego de 15 días del cultivo (Figura 2.4).  
 
Figura 2.4: Imágenes de microscopia de contraste de fase de células de H. luciae 
cultivada en medio a) f/2, b) f/2-P y c) f/2-N. Las flechas blancas señalan las 
vacuolas lipídicas. Nótese el aumento de tamaño de los cuerpos lipídicos de las 
células en los medios carenciados respecto del control. Escala= 10 m. 
 
El diámetro de los cuerpos lipídicos fue medido tanto en el control como en los 
tratamientos y se los aproximó a una forma esférica para la estimación de su 
volumen (Tabla 2.5). 
 
Tabla 2.5: Volumen de las vacuolas lipídicas de células de H. luciae cultivadas 
en medio f/2, f/2-P y f/2-N. El asterisco (*) indica diferencias significativas (P ˂ 
0,05) en el ANOVA de un factor y prueba de Tukey respecto a f/2. Los valores 
corresponden a la media ± DS (n= 70). 
 
Medio de cultivo Volumen de las vacuolas (μm3) 
f/2 6,9 ± 4,1  
f/2-P  21,2 ± 6,2 * 
f/2-N  29,2 ± 6,1 * 
Sección 1                                                                                                   Resultados 
29 
La cuantificación colorimétrica de lípidos (véase Métodos experimentales, 
ítem 5.7.3) se realizó por el método de la sulfo-fosfo-vainillina (SPV) (Anschau et 
al. 2017). Las curvas de calibración se realizaron utilizando tres estándares con 
diferente porcentaje de ácidos grasos saturados (aceite de coco, de oliva, y una 
mezcla 1:1 de ambos) (Figura 2.5). 
 
Figura 2.5: Curva de calibración de la reacción colorimétrica de la SPV 
utilizando tres aceites estándares diferentes: de oliva (círculo negro), de coco 
(círculo blanco) y una mezcla 1:1 de ambos (cuadrado negro). Los valores de las 
pendientes de las rectas y los r
2
 están indicados en el gráfico. 
 
Conforme aumentó el grado de saturación del aceite utilizado como patrón se 
observó una disminución en el valor de la pendiente.  
Como curva estándar de referencia para la cuantificación de lípidos en las 
muestras se eligió la correspondiente a la mezcla de aceites (Figura 2.5), dado 
que una mezcla de aceites saturados e insaturados es más representativa de la 
composición de lípidos informada para diferentes especies de diatomeas (véase 
por ejemplo, Martín et al. 2016). 
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Los resultados de la cuantificación de los lípidos totales de H. luciae cultivada 
durante 10 y 20 días en el medio completo y en los carenciados f/2-N y f/2-P se 
representan en la Figura 2.6.  
 
Figura 2.6: Lípidos totales a los 10 y 20 días de iniciados los cultivos de H. luciae 
en medio f/2 (barras negras), f/2-P (barras grises) y f/2-N (barras blancas). Los 
asteriscos indican diferencias significativas (P < 0,05) respecto del control para 
cada día.  
 
Los cambios significativos en el contenido de lípidos totales respecto del 
control se registraron desde la fase estacionaria temprana (10 días) hasta la tardía 
(20 días). En esa última etapa, se midió el mayor contenido de lípidos bajo 
carencia de N (aproximadamente 7 µg de lípidos/ 100 µg peso fresco), mientras 
que la acumulación de lípidos fue semejante tanto bajo carencia de P como en los 
cultivos envejecidos en f/2 (Figura 2.6). 
 
2.3.2. Determinación de la composición de pigmentos fotosintéticos  
Las células incubadas en medio f/2-N presentaron decoloración y una 
reducción considerable del tamaño del cloroplasto, luego de 10 días del cultivo 
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(Figura 2.7). La reducción del tamaño del cloroplasto se acentuó en los medios 
carenciados, especialmente en f/2-N. 
 
 
Figura 2.7: Imágenes de microscopia óptica de células de Halamphora luciae 
cultivada en medio a) f/2, b) f/2-P y c) f/2-N, y cosechadas a los 10 días. Las 
flechas negras indican los cloroplastos. Escala=10 m. 
 
En el medio f/2-N se registró una reducción significativa (P ˂ 0,05) en el 
contenido de clorofila total (Chltotal) y fucoxantina (Fx) (expresados en función 
del peso fresco) respecto del control (Tabla 2.6). Por otro lado la relación 
Fx/Chltotal no mostró diferencias significativas (P > 0,05) entre el control y los 
tratamientos (Tabla 2.6).  
 
Tabla 2.6: Contenido de Chltotal y Fx (expresadas como µg mg
-1
 de peso fresco) y 
la relación Fx/ Chltotal, para los cultivos control (f/2), f/2-N y f/2-P. El asterisco (*) 
indica diferencias significativas respecto a f/2 (P ˂ 0,05). Los valores están 
expresados como las medias ± DS (n=3). 
 
 Chltotal Fx Fx/ Chltotal 
f/2 2,65 ± 0,36 1,64 ± 0,22 0,63 ± 0,09 
f/2-P 2,35 ± 0,30 1,63 ± 0,18 0,71 ± 0,09 
f/2-N   0,19 ± 0,06*   0,08 ± 0,02*  0,53 ± 0,11  
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2.3.3. Morfología y morfometría de los frústulos 
Independientemente del medio de cultivo utilizado, las células de H. luciae, 
presentaron valvas semi-lanceoladas con extremos capitados y márgenes rectos, 
levemente curvados hacia la parte ventral.  
El largo de la valva osciló entre 15 y 40 µm, mientras que el ancho fue de 3,5 a 
5,5 µm (Figura 2.8).  
Las células de mayor tamaño exhibieron valvas con extremos capitados, 
mientras que las más pequeñas tenían bordes redondeados (Figura 2.8). 
 
 
Figura 2.8: Imágenes de microscopia óptica de H. luciae en medio f/2. Escala= 10 
m. 
 
En vista valvar externa, las estrías dorsales (20-22 en 10 μm) se orientaban en 
forma radial en la cercanía de los extremos y de modo paralelo en la zona central 
de la valva (Figura 2.9 a-d).  
En la vista valvar interna, la fila de areolas cercana al rafe yacía separada del 
resto por una costilla longitudinal (Figura 2.9e). 
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Figura 2.9: Imágenes de MEB de las valvas de H. luciae en medio f/2, en vista 
externa (a-d) e interna (e), donde se observa la costilla interna cercana a la zona 
del rafe (punta de flecha blanca). Escala= 10m.  
 
El número de areolas en las estrías dorsales fue casi siempre constante (Tabla 
2.7), tanto para las células control como para los tratamientos en los medios f/2-N 
(Figura 2.10) y f/2-P (Figura 2.11). 
 
Tabla 2.7: Largo de las areolas y número de areolas en 10 µm de valvas de H. 
luciae en f/2 (control), f/2-N y f/2-P. Las diferencias significativas (P < 0,05) 
respecto a f/2 están representadas por un asterisco. Los valores corresponden a la 
media ± DS (n= 100). 
 
Medio de cultivo Largo de 
areolas (μm) 
Número de 
areolas en 10 μm 
f/2 0,11 ± 0,005 37,6 ± 5,1 
f/2-P   0,05 ± 0,004* 39,1 ± 6,1 
f/2-N   0,08 ± 0,006* 38,3 ± 7,1 
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Figura 2.10 Imágenes de MEB de células de H. luciae en el medio f/2-N. Escala= 
5 µm. 
 
 
Figura 2.11: Imágenes de MEB de células de H. luciae en el medio f/2-P. Escala= 
5 µm. 
 
Sólo en muy pocos casos se observó una reducción en la densidad de areolas 
(Figura 2.11b). Las areolas dorsales estaban ocluídas por hímenes (Figura 2.12). 
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Figura 2.12: Vista externa de las areolas dorsales de H. luciae cultivada en medio 
f/2 (a) areolas ocluídas por hímenes, (b) detalle del himen. Escala= 100 nm (a),  
50 nm (b). 
 
Las areolas de las valvas del medio completo eran redondeadas o 
transapicalmente elongadas (25-27 en 10 μm) y tenían una longitud entre 0,1 y 
0,13 µm. En cambio, en las células de los cultivos f/2-N y f/2-P, la longitud de las 
areolas fue significativamente menor, llegando a observarse areolas puntiformes 
de 0,03 a 0,05 µm de diámetro (Tabla 2.7 y Figuras 2.13 y 2.14).  
 
 
Figura 2.13: Imágenes de MEB de células de H. luciae cultivada en el medio f/2-
P. Escala= 1 µm. La flecha indica areolas puntiformes. 
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En el medio f/2-N, se detectaron alteraciones en el patrón de areolas de las 
estrías dorsales (Figura 2.14), tales como dos areolas puntiformes en lugar de una 
alargada en sentido transapical (Figura 2.14 a-b) o la existencia de areolas 
fusionadas (Figura 2.14c). 
 
 
Figura 2.14: Imágenes de MEB de células de H. luciae cultivada en el medio f/2-
N. Se observan valvas con areolas modificadas. En a) y b) la flecha blanca indica 
que hay dos areolas en lugar de una. En c) se observa una valva con areolas 
fusionadas (flecha negra). Escala= 1 µm. 
 
2.3.3.1. Biovolumen y área celular 
El biovolumen y el área calculados para las células de H. luciae disminuyeron 
significativamente (P < 0,05) respecto del control únicamente en las células 
cultivadas en medio f/2-N (Tabla 2.8); en dichas células aumentó 
significativamente (P < 0,05) la relación área/volumen. 
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Tabla 2.8: Morfometría en células de H. luciae en f/2 (control), f/2-N y f/2-P. 
Diferencias significativa (P < 0,05) respecto a f/2 representadas por un asterisco. 
Los valores corresponden a la media ± DS (n= 100). 
 
Medio de cultivo Área (μm2) Biovolumen(μm3) Área/volumen 
f/2 350,9 ± 2,1 359,8 ± 6,1 0,98 ± 0,01 
f/2-P 349,2 ± 2,8 367,8 ± 7,6     0,97 ± 0,01 
f/2-N  329,3 ± 1,7*   324,2 ± 5,4 *  1,03 ± 0,01* 
 
2.4. Movilidad de las células de Halamphora luciae 
 
2.4.1. Tipos de desplazamiento 
La trayectoria más frecuente fue recta. En algunos casos se evidenció una 
rotación de las células sobre el eje de desplazamiento, generando un recorrido 
semejante al de un sacacorchos (Figura 2.15a). En esas ocasiones, las células 
exhibían un movimiento vibratorio a medida que avanzaban. Cuando algún tipo 
de obstáculo (por ejemplo, otra célula) impedía el avance, el movimiento se 
detenía y las algas permanecían en el mismo lugar o bien cambiaban la dirección. 
El cambio de trayectoria sobrevenía manteniendo uno de los extremos adherido al 
sustrato al mismo tiempo que un movimiento pivotante del extremo libre opuesto 
cambiaba la dirección (Figura 2.15b). Este patrón de deslizamiento fue idéntico 
en todas las condiciones de cultivo estudiadas. 
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Figura 2.15: Patrones de movimiento observados en H. luciae. a) Recorrido tipo 
sacacorchos donde la célula gira alrededor de un eje. (La flecha horizontal indica 
la dirección de desplazamiento). b) Movimiento pivotante, donde un extremo de 
la célula se mantiene fijo al sustrato y el otro se mueve siguiendo una trayectoria 
circular; como consecuencia, el eje de desplazamiento puede adoptar diferentes 
direcciones en el plano. 
 
Las células de H. luciae poseen un rafe en cada valva ubicado más próximo a 
la zona ventral (Figura 2.16). 
El cíngulo dorsal tiene una mayor cantidad de bandas que el ventral (Figura 
2.16), por lo tanto cuando la diatomea se desplaza sobre una superficie, la parte 
más ancha del cíngulo queda hacia arriba en dirección al observador mientras que 
la parte más angosta queda en contacto con el sustrato. 
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Figura 2.16: Imagen de MEB de H. luciae de a) la zona dorsal, revelando las 
bandas del cíngulo y b) de la zona ventral, donde se observan las valvas cada una 
con su rafe (flecha). Escala= 5 m. 
 
2.4.2. Velocidad de desplazamiento  
Exceptuando las células crecidas en el medio f/2-P, las diatomeas cultivadas en 
los medios f/2 y f/2-N exhibieron una disminución significativa (P < 0,05) de la 
velocidad de desplazamiento luego de los 13 días de iniciada la experiencia 
(Figura 2.17). La menor velocidad promedio fue registrada en las células 
provenientes del medio f/2-N durante todo el ensayo (Figura 2.17). 
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Figura 2.17: Velocidad de desplazamiento de H. luciae cultivada en medio f/2 
(triángulos negros), f/2-N (cuadrados blancos) y f/2-P (triángulos blancos). Los 
asteriscos indican diferencias significativas (un asterisco, P < 0,05 y dos 
asteriscos, P < 0,01) respecto del control para cada día. Los valores corresponden 
a la media ± DS (n= 20). 
 
Dado que en todas las condiciones de cultivo se registraron células móviles e 
inmóviles, se comparó el porcentaje de células en movimiento en áreas de 0,2 
mm
2
 seleccionadas al azar (Figura 2.18).  
El menor porcentaje de células en movimiento se registró en el cultivo f/2-N, 
mientras que el mayor porcentaje significativo (P < 0,05) lo exhibieron las células 
cultivadas en el medio f/2-P hasta el día 13. 
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Figura 2.18: Porcentaje de células en movimiento cultivadas en el medio f/2, f/2-
N y f/2-P luego de 4 (barras blancas), 9 (barras grises), 13 (barras punteadas), 15 
(barras rayadas) y 20 (barras negras) días de crecimiento. Letras distintas indican 
diferencias significativas (P < 0,05) dentro de cada tratamiento. Los asteriscos 
indican diferencias significativas (un asterisco, P < 0,05 y dos asteriscos, P < 
0,01) respecto f/2. Los valores corresponden a la media ± DS (n= 20). 
 
2.4.3. Producción de s-EPS 
Al tiempo que se obtenía la curva de crecimiento en cristalizadores (Figura 
2.2), se cuantificó el contenido de hidratos de carbono totales de las s-EPS (véase 
Métodos experimentales, ítem 5.11) en medios f/2, f/2-P y f/2-N en distintas 
fases de desarrollo del cultivo (Figura 2.19).  
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Figura 2.19: Liberación de s-EPS de H.luciae crecida en medio f/2, f/2-N y f/2-P. 
Las mediciones se realizaron en cultivos en el día 5, fase exponencial (barras 
negras), día 15, estacionaria temprana (barras blancas) y día 25, estacionaria 
tardía (barras punteadas). Letras distintas indican diferencias significativas (P < 
0,05) entre fases de crecimiento dentro del mismo tratamiento. Los asteriscos 
indican diferencias respecto a f/2 (un asterisco, P < 0,05 y dos asteriscos, P < 
0,01). Los valores corresponden a la media ± DS (n= 3). 
 
En general, la secreción de las s-EPS tendió a aumentar en la fase estacionaria 
(Figura 2.19). Bajo carencia de P se observó la mayor producción de s-EPS en las 
fases estacionaria temprana y tardía (Figura 2.19). Por otro lado, la producción de 
las s-EPS fue significativamente menor en la fase estacionaria de los cultivos f/2-
N respecto del control (Figura 2.19). 
 
2.4.4. Tinción del mucílago extracelular con azul de toluidina 
La aplicación de azul de toluidina reveló una abundante liberación de mucílago 
extracelular en las células cultivadas en el medio control (Figura 2.20a) y en f/2-P 
(Figura 2.20c). Por el contrario, la secreción fue escasa luego de 10 días de 
incubación en carencia de N (Figura 2.20b).  
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Figura 2.20: Tinción de mucílago extracelular de células de H. luciae cultivadas 
durante 10 días en los medios, a) f/2, b) f/2-N y c) f/2-P. Las flechas negras 
señalan la huella mucilaginosa. Escala= 10 m. 
 
2.4.5. Observación de la secreción de mucílago in vivo por ESEM 
El proceso de deshidratación de las muestras requerido para las observaciones 
al MEB puede alterar la morfología de los mucílagos extracelulares dada su 
naturaleza altamente hidrofílica. A fin de minimizar dichas alteraciones se 
procedió a su observación mediante ESEM (Figura 2.21).  
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Figura 2.21: Imágenes de ESEM de células de H. luciae cultivada en los medios 
a) f/2, b) f/2-N y c) f/2-P. Escala= 20 m. 
 
Las imágenes de ESEM indicaron abundante secreción de mucílago a través 
del rafe de células a medida que se deslizaban sobre el sustrato. El cíngulo dorsal, 
más ancho, aparecía orientado hacia la cara superior (Figura 2.21b). La 
acumulación de mucílago en el rafe y en los extremos de las células fue denotada 
por las áreas refringentes sobre los frústulos (Figura 2.21a). Los rastros o huellas 
de mucílago terminaban en el extremo distal más alejado de las células en una 
suerte de red de material mucilaginoso (Figura 2.21c) o formando cordones 
retorcidos (Figura 2.21a). También se observaron huellas de mucílago 
remanentes en el sustrato luego del alejamiento de las células. La secreción de 
mucílago fue menos copiosa en las células provenientes de f/2-N (Figura 2.21 b). 
 
2.5. Actividad fosfatasa alcalina 
 
2.5.1. Cuantificación de la actividad fosfatasa alcalina con el sustrato 
organofosforado p-nitrofenilfosfato (pNPP) 
En general, la carencia de P en el medio de cultivo indujo la actividad de la 
fosfatasa alcalina (FA) (Figura 2.22).  
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Figura 2.22: Actividad fosfatasa alcalina (moles de producto g-1 proteína l-1) 
durante la incubación con pNPP en células de H. luciae cultivadas previamente en 
medio completo (barras negras) y medio carente de fósforo (barras grises) y 
cosechadas a los a) 5, b) 10 y c) 20 días. Los asteriscos indican diferencias 
respecto a f/2 (un asterisco, P < 0,05 y dos asteriscos, P < 0,01). Los valores 
corresponden a la media± DS (n= 3). 
 
Esta inducción fue menos evidente después de 5 días de carencia (Figura 
2.22a) pero fue mucho más acentuada cuando la pre-incubación en ausencia de P 
se extendió durante 10 o 20 días (Figura 2.22b-c).  
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Cabe destacar que se observaron síntomas de deficiencia de P en los cultivos 
mantenidos en medio f/2 durante 20 días, como lo indicó la detección de la 
actividad fosfatasa desde el comienzo de la incubación con el sustrato orgánico 
pNPP (Figura 2.23).  
 
Figura 2.23: Efecto del envejecimiento del cultivo en la actividad de la fosfatasa 
alcalina (moles de producto g-1 proteína l-1) de células de H. luciae cultivadas 
previamente en a) medio completo y b) medio carente de fósforo, durante 5 
(barras negras), 10 (barras blancas) y 20 días (barras grises). Letras distintas 
indican diferencias de la actividad entre cada tiempo del ensayo. Los valores 
corresponden a la media ± DS (n= 3). 
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Tal como se ve en la Figura 2.23, el envejecimiento celular indujo la actividad 
fosfatasa alcalina tanto en el medio completo como en el medio carenciado desde 
el inicio del ensayo (5 min) hasta su finalización a los 270 min. Nótese que las 
diferencias de la actividad fosfatasa se acentúan luego de 10 días de pre-
hambreado. 
 
2.5.2. Zimografía  
En los zimogramas (véase Métodos experimentales, ítem 5.15) de los 
extractos de células luego de 10 días de cultivo en medio f/2 y f/2-P la actividad 
fosfatasa alcalina apareció asociada a la banda de 61,2 kDa aproximadamente 
(Figura 2.24). 
 
Figura 2.24: Zimograma (SDS-PAGE 10 %) de la enzima fosfatasa alcalina de H. 
luciae cultivada durante 10 días en medio f/2 y f/2-P. a) Revelado de la actividad 
con NBT-BCIP, b) Tinción del gel con nitrato de plata. Los marcadores de peso 
molecular (MPM) se muestran en la primera calle. La flecha indica la banda de 
aproximadamente 61,2 kDa asociada con la actividad fosfatasa alcalina. 
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2.6. Actividad proteasa 
 
2.6.1. Cuantificación de la actividad proteasa con azocaseína 
La actividad proteasa difirió según la extensión del período de pre-hambreado 
en medio f/2-N (Figura 2.25).  
 
Figura 2.25: Actividad proteasa (10
6 moles de producto g-1 de proteína l-1) en 
el tiempo en células de H. luciae cultivadas en medio f/2 (barras negras) y f/2-N 
(barras grises) y cosechadas a los a) 5, b) 10 y c) 20 días. Los asteriscos indican 
diferencias respecto a f/2 (un asterisco, P < 0,05 y dos asteriscos, P < 0,01). Los 
valores corresponden a la media ± DS (n= 3). 
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Luego de 10 días de hambreado, las células cultivadas en medio f/2-N 
mostraron una actividad proteasa significativamente mayor (P < 0,05 y P < 0,01) 
al control transcurridas 20 h de incubación en presencia de azocaseína (Figura 
2.25b). Cuando las células fueron sometidas a una pre-incubación más corta en 
ausencia de N, el incremento significativo (P < 0,05) en la actividad enzimática 
del tratamiento se manifestó luego de las 50 h de incubación con la azoproteína 
(Figura 2.25a). Sin embargo, si el periodo de pre-hambreado se prolongaba 20 
días, las células del tratamiento f/2-N exhibían una actividad significativamente (P 
< 0,01) menor al control luego de 40 h de incubación (Figura 2.25c). 
 
2.6.2. Zimografía  
En los zimogramas de los extractos de células luego de 10 días de cultivo en 
medio f/2 y f/2-N, la actividad proteasa apareció asociada a dos bandas de 
aproximadamente 72,2 kDa y 174,7 kDa (Figura 2.26).  
 
Figura 2.26: Zimograma (SDS-PAGE 10 % co-polimerizado con gelatina) de las 
enzimas proteasas de H. luciae cultivada en medio f/2 y f/2-N. Los marcadores de 
peso molecular (MPM) se muestran en la primera calle. Las flechas indican las 
bandas asociadas con la actividad proteasa. El gel fue revelado con azul de 
Coomasie. 
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2.7. Variables físico-químicas y aislamiento de diatomeas bentónicas del 
estuario de Bahía Blanca 
 
Los valores de temperatura (12 °C) y salinidad (33 psu) al momento del 
muestreo fueron acordes a los rangos anuales usuales (Carbone et al. 2016, 
Guinder et al. 2017). El estuario posee una elevada salinidad (33-40 psu) y se 
encuentra en una región de clima templado y semiárido, con veranos lluviosos e 
inviernos secos. Comprende una superficie de 3000 km
2
 y está formado por 
numerosos canales, planicies de marea, cangrejales, marismas e islas. Durante la 
bajamar quedan expuestas planicies de marea con sedimentos predominantemente 
de tipo limo-arcillosos y excepcionalmente limo arenosos (Gelos & Spagnuolo 
1982). 
Puerto Cuatreros se encuentra en la zona interna del estuario, donde el canal 
tiene una profundidad de 5 metros. El agua con pH 8,10, contiene una elevada 
carga de materia orgánica e inorgánica en suspensión (Carbone et al. 2016) al 
recibir aportes de urbanizaciones, actividad agropecuaria e industrias lindantes. 
Además de materia orgánica, se han detectado metales pesados, hidrocarburos 
aromáticos y pesticidas organoclorados (La Colla et al. 2015, Negrin et al. 2016). 
En relevamientos anteriores para Puerto Cuatreros (Parodi & Barría de Cao 
2003), las especies Nitzschia sp., Surirella gema, Cocconeis sp. se mencionan 
como las más abundantes en los sedimentos superficiales. Distintas especies de 
los géneros Nitzschia y Navicula aparecen frecuentemente en muestras de 
sedimentos estuariales (Underwood 1994). Scholz & Liebezeit (2012) aislaron 25 
especies de un estuario del Mar del Norte, donde las pertenecientes a los géneros 
Nitzschia, Navicula, Amphora y Achnanthes presentaron la mayor tasa de 
crecimiento en cultivos en condiciones de laboratorio.  
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En el presente trabajo, las especies con mayor abundancia relativa en los tubos 
de aislamiento fueron Halamphora luciae y Nitzschia pellucida, ambas 
frecuentemente citadas para ambientes de aguas salobres (Krammer & Lange-
Bertalot 1988, Levkov 2009). Debe tenerse en cuenta que su mayor abundancia 
relativa in vitro no refleja necesariamente la de la comunidad bentónica natural 
sino que indica el buen ajuste de estas especies a las condiciones de aislamiento y 
cultivo empleadas.  
 
2.8. Incidencia del medio de cultivo sobre el crecimiento y la acumulación de 
lípidos 
Las tasas de crecimiento de H. luciae en el medio f/2 se encuentran dentro del 
rango informado para Halamphora coffeaeformis (Martín et al. 2016) y para otras 
especies bentónicas aisladas del estuario de Bahía Blanca (Popovich et al. 2012) 
también cultivadas en el mismo medio. Scholz & Liebezeit (2012) informaron 
tasas entre 0,4 y 0,7 días
-1 
en los aislamientos de varias especies del género 
Amphora (A. angusta, A. arenaria, A. graeffii y A. exigua) del Mar del Norte. 
La incidencia de la limitación de nutrientes en la tasa de crecimiento depende 
de la especie. En las condiciones del bioensayo empleadas, la limitación de 
macronutrientes no afectó la tasa de crecimiento en H. luciae, a diferencia de lo 
informado para otras especies como Coscinodiscus wailesii y Cylindrotheca 
fusiformis (Magaletti et al. 2004, Armbretch et al. 2014), o de los resultados de un 
monitoreo de trece especies de cepas provenientes de colecciones de cultivo 
(Bromke et al. 2015).  
La falta de alteración en la tasa de crecimiento en estos casos puede atribuirse a 
la absorción suntuaria de nutrientes (luxury nutrient uptake) (Eixler et al. 2006, 
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Diaz et al. 2008, Powell et al. 2009). Perry (1976) demostró que Thalassiosira 
pseudonana puede acumular entre 19 y 43 % de P en la forma de polifosfatos. 
Análogamente, Lomas & Glibert (2000) constataron la acumulación de nitrato 
intracelular en Chaetoceros sp., Skeletonema costatum y Thalassiosira 
weissflogii. Contrariamente a estas observaciones, existen comunicaciones sobre 
la reducción de la tasa de crecimiento en condiciones de limitación de N en 
Chaetoceros affinis (Myklestad & Haug 1972) y Cylindrotheca closterium 
(Alcoverro et al. 2000, Staats et al. 2000), mientras que la escasez de P afectó 
negativamente el crecimiento exponencial de las diatomeas Achnanthes brevipes, 
Cylindrotheca fusiformis, Skeletonema costatum y Phaeodactylon tricornutum 
(Guerrini et al. 2000, Magaletti et al. 2004, Urbani et al. 2005, Abdullahi et al. 
2006). 
En el caso de los cultivos de H. luciae en medios carenciados, la disminución 
del número final de células y de la tasa de crecimiento coincide con lo publicado 
para Cylindrotheca closterium y Chaetoceros muelleri (Staats et al. 2000, 
Leonardos & Geider 2004).  
Adicionalmente, la relación fucoxantina / clorofila total se mantuvo estable en 
todas las condiciones de cultivo empleadas, aun cuando en los cultivos carentes de 
N disminuyó la cuantificación de ambos pigmentos. Una posible explicación es 
que la biosíntesis de ambos pigmentos ocurre en forma coordinada (Geider et al. 
1993, Alipanah et al. 2015). Contrariamente, en T. weissflogii, el cociente 
fucoxantina / clorofila disminuyó bajo carencia de P (Liu et al. 2011), lo que 
sugiere que la regulación del ensamblado de los complejos antena en respuesta al 
estrés nutricional exhibe variabilidad interespecífica (Geider et al. 1993).  
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Debe tenerse en cuenta la enorme plasticidad metabólica de las diatomeas 
puede involucrar la activación de vías de reciclado de macromoléculas ricas en P 
o N bajo condiciones de deficiencia o limitación de dichos macronutrientes. 
Martin et al. (2011) informaron que bajo carencia de P predomina la ruptura 
masiva de fosfolípidos de las membranas plastidiales sobre la movilización de los 
polifosfatos almacenados. Dicho mecanismo suministra P suficiente para sustentar 
varios ciclos de divisiones celulares. Este reciclado de fosfolípidos en pos de la 
economía de P intracelular incluye su sustitución por sulfolípidos y lípidos de 
betaína (Van Mooy et al. 2009, Dyhrman et al. 2012, Abida et al. 2015).  
Análogamente, la deficiencia de N en Phaeodactylum tricornutum, 
desencadena la canibalización de las proteínas del cloroplasto, promoviendo por 
un lado la asimilación de N proveniente de la desaminación proteica vía el ciclo 
de la urea y, por otro, la activación de las vías anapleróticas como la síntesis de 
TAGs y de generación de energía como el ciclo de los ácidos tricarboxílicos 
(Yang et al. 2013, 2014a, Alipanah et al. 2015, Levitan et al. 2015). Como 
consecuencia, las diatomeas pueden acumular hasta 60 % de su peso seco en 
forma de TAGs y ácidos grasos, preferentemente saturados y monoinsaturados 
bajo carencia de N (Pulz & Gross 2004) o de N y Si (Thajuddin et al. 2015) en la 
denominada “fase lipogénica” (Hu et al. 2008; Levitan et al. 2015).  
Los distintos perfiles de composición de lípidos de diatomeas exhiben un 
porcentaje considerable (20-30 %) de ácidos grasos saturados, principalmente 
ácidos mirístico (14:0) y palmítico (16:0) (Dunstan et al. 1994, Barnech Bielsa et 
al. 2016, Martín et al. 2016). Tanto el rendimiento como los perfiles de ácidos 
grasos han sido objeto de atención en la evaluación de las diatomeas como 
Sección 1                                                                                                    Discusión 
54 
materia prima para la obtención de biocombustible de alta calidad (Barnech Bielsa 
et al. 2016, Martín et al. 2016).  
En H. luciae la acumulación de lípidos ocurrió en la etapa estacionaria tardía, 
en especial en ausencia de N. Aquellas células cultivadas en medio f/2-P 
mostraron un menor contenido de lípidos luego de los primeros 10 días respecto al 
medio completo y carente de N, aumentando su contenido lipídico a los 20 días 
con un valor similar al obtenido para las células cultivadas en medio completo. En 
Phaeodactylum tricornutum la carencia de P fue un disparador temprano para la 
acumulación de lípidos, pero la acumulación efectiva tiene lugar con el 
agotamiento de N del medio (Valenzuela et al. 2012). La acumulación de TAGs 
con el envejecimiento de los cultivos, aún en medio completo, ha sido 
repetidamente informada (Alonso et al. 2000, Hu et al. 2008, Popovich et al. 
2012, Martín et al. 2016). 
La cuantificación de lípidos totales de H. luciae por el método de la SPV 
resultó entre 0,5-1,9 µg de lípidos/100 µg PF en la fase estacionaria temprana, y 
4-7,2 µg de lípidos/100 µg PF (véase Figura 2.6) en la fase estacionaria tardía, 
para las células cosechadas a los 10 y 20 días, respectivamente. Estos valores son 
semejantes a los publicados por Visca et al. (2017) y Mishra et al. (2014) con el 
ensayo de la SPV en distintas especies de algas verdes y por Makri et al. (2011) 
en distintas especies de la diatomea Asterionella mediante el método gravimétrico 
(Folch et al. 1957). Sin embargo, en general, resultan inferiores a otras 
estimaciones por el último método (Chen 2012, Barnech Bielsa et al. 2016, 
Martín et al. 2016, Yodsuwan et al. 2017).  
Un requisito del método gravimétrico es contar con una biomasa mucho mayor 
a la que se obtuvo en los cultivos en cristalizadores. En consecuencia, se optó por 
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la cuantificación colorimétrica alternativa. Debe tenerse en cuenta que el método 
de la SPV detecta lípidos insaturados, especialmente monoinsaturados (Byreddy 
et al. 2016). De acuerdo con ello, las pendientes de las curvas de calibración 
disminuyeron conforme aumentaba el porcentaje de saturación de los ácidos 
grasos presentes en el aceite patrón. La menor de las pendientes correspondió al 
aceite de coco (> 80 % de ácidos grasos saturados), la mayor pendiente fue la 
obtenida con el aceite de oliva (25 % ácidos grasos saturados) y para la mezcla 
1:1 de oliva y coco la pendiente alcanzó un valor intermedio entre las anteriores.  
Por lo tanto para el método de la SPV, la cantidad de lípidos totales 
cuantificados dependerá, en gran medida, de la elección del estándar para la curva 
de calibración para evitar la subestimación o sobreestimación del contenido de 
lípidos de la muestra en cuestión. 
En vista de estos resultados podemos aceptar parcialmente la Hipótesis 1, ya 
que en H. luciae sólo la carencia de N produjo la acumulación de lípidos en la 
fase estacionaria tardía. En ausencia de P, la acumulación de lípidos siguió un 
patrón semejante al de los cultivos envejecidos en medio completo. 
 
2.9. Morfología y morfometría 
Los cambios en el biovolumen y en el diámetro de las areolas de H. luciae 
guardan relación con la eficiencia de la incorporación de nutrientes y, por ende, 
con la tasa de crecimiento. En los organismos unicelulares como las diatomeas, 
los nutrientes inorgánicos son absorbidos en la superficie celular y, una vez dentro 
del citoplasma, transportados al compartimento celular donde serán asimilados. 
Una célula crecerá en tanto el balance entre lo que absorbe y lo que consume sea 
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positivo; ello implica que a medida que dicho balance tienda a uno, una célula 
alcanzará un tamaño máximo (Kiørboe 2008).  
Superadas las dimensiones máximas, la absorción no cubrirá los 
requerimientos celulares de asimilación de nutrientes y como consecuencia la 
célula no aumentará de tamaño (Reynolds 1984, Geider et al. 1986). Hein et al. 
(1995) compararon la constante de saturación media (Ks), la velocidad de 
incorporación (Vm) y la eficiencia del consumo (α) de nutrientes nitrogenados 
(sales de nitrato y de amonio) en microalgas y macroalgas con diferente relación 
superficie:volumen (S:V). La Vm y la α aumentaron mientras que la Ks disminuyó 
con el incremento de la relación S:V, indicando que las algas con mayor relación 
S:V requirieron de una menor concentración de nutrientes nitrogenados para 
alcanzar la saturación del consumo. 
Los estuarios como el de Bahía Blanca son ambientes ricos en nutrientes. En 
este tipo de ecosistema, donde las diatomeas suelen predominar en la comunidad 
microbentónica (Saburova & Polikarpov 2003), la abundancia de nutrientes 
permite que las células alcancen mayor tamaño (Sarthou et al. 2005, Yamamoto et 
al. 2012). Por el contrario, la respuesta frecuente de las poblaciones de diatomeas 
a la limitación de nutrientes y/o a cambios marcados de los factores abióticos es la 
reducción del tamaño celular (Scholz & Liebezeit 2012). Ello conduce a un 
incremento de la relación S:V que favorecerá el intercambio de gases y solutos, 
tornándolas más competentes en un escenario de estrés nutricional (Sarthou et al. 
2005).  
En H. luciae, la reducción de la tasa de crecimiento conjuntamente con la 
disminución del volumen celular se registró únicamente ante la carencia de N. 
Similares resultados fueron comunicados por Lynn et al. (2000) en 
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Stephanodiscus minutulus y Martín et al. (2016) en Halamphora coffeaeformis. 
Sin embargo, en ausencia de P, la reducción de la tasa de crecimiento no estuvo 
acompañada de cambios significativos en la relación S:V, aunque en este caso, las 
areolas fueron las de menor tamaño y los frústulos mostraron la mayor densidad 
de areolas puntiformes, hecho que podría dificultar el intercambio con el medio 
afectando negativamente la tasa de crecimiento. 
Estos resultados permiten aceptar la Hipótesis 2 en el caso de carencia de N. 
En ausencia de P no se registraron cambios significativos en la relación S:V. En 
cambio, la Hipótesis 3 se verificó para los cultivos en ambos medios carenciados, 
con areolas fusionadas en ausencia de N y reducción de tamaño (areolas 
puntiformes) en ausencia de P. 
 
2.10. Velocidad de desplazamiento y secreción de mucílago 
Según la definición de Underwood & Paterson (2003), los hidratos de carbono 
medidos en los sobrenadantes libres de células corresponden a la fracción de las s-
EPS (EPS soluble, véase Sección 2) que comprenden tanto moléculas de bajo y de 
alto peso molecular que no tienen una asociación estrecha con las células. 
Siguiendo este criterio, las huellas de mucílago se asignan a la fracción de las s-
EPS de alto PM (véase Sección 2). Las s-EPS son continuamente liberadas al 
medio independientemente de las condiciones de luz y oscuridad (de Brouwer et 
al. 2002).  
Si asumimos una relación entre la movilidad y la abundancia de las s-EPS, las 
huellas de mucílago deberían ser más abundantes en aquellas células que exhiben 
mayor velocidad de desplazamiento y mayor porcentaje de células en 
movimiento, como las células del medio f/2 y aquellas cultivadas en medio f/2-P. 
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La tinción con azul de toluidina reveló la abundante huella mucilaginosa 
remanente del desplazamiento de las células en ambos medios.  
Con la utilización de ESEM fue posible visualizar las diferencias en la 
producción de mucílago en los tres medios de cultivo in vivo sin alterar su 
naturaleza hidrofílica (Chiovitti et al. 2006). A medida que las células se 
desplazaban sobre el sustrato, dejaban a su paso un rastro que se tornó más difuso 
y con límites menos definidos en las partes más viejas, indicando la hidratación y 
solubilización parcial de los polisacáridos del mucílago. Los hidratos de carbono 
solubilizados conforman la fracción de las s-EPS de bajo peso molecular 
(Underwood & Paterson 2003). 
Aunque la producción de mucílago extracelular es específica para cada especie 
(Penna et al. 1999, Chiovitti et al. 2003 a-b, de Brouwer et al. 2006), la carencia 
de nutrientes o la desviación de la relación N:P del valor de 16 en la relación de 
Redfield (Geider & La Roche 2002) pueden estimular la secreción extracelular de 
mucílago en las diatomeas (Myklestad 1995, Ruddy et al. 1998, Alcoverro et al. 
2000, Leandro et al. 2003, Underwood et al. 2004, Abdullahi et al. 2006).  
La mayor producción de las EPS ocurre generalmente en la transición de la 
fase exponencial y la estacionaria (Urbani et al. 2005, Abdullahi et al. 2006). 
Cuando la capacidad de fijar carbono por fotosíntesis excede la capacidad de 
almacenamiento dentro de la célula, se favorece la secreción de hidratos de 
carbono (de Brouwer & Stal 2002, Brembu et al. 2017). 
Para H. luciae, la ausencia de P estimuló la producción de s-EPS, como 
reportaron Penna et al. (1999) para Chaetoceros sp. y Skeletonema costatum y Ai 
et al. (2015) para Thalassiosira pseudonana, mientras que la carencia de N en un 
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medio con P produjo una reducción en la secreción de las s-EPS, como fue 
informado por Guerrini et al. (2000) para la diatomea Achnanthes brevipes. 
De acuerdo a las diferencias registradas en la abundancia de secreción 
extracelular en los diferentes medios de cultivo, se puede aceptar la Hipótesis 4.  
En cuanto a la velocidad de desplazamiento de las células de H. luciae (1,5-3,5 
μm s-1) la misma se encuentra dentro del rango de 0,1-25 μm s-1 informado para 
otras especies (Cohn & Disparti 1994, Consalvey et al. 2004, Chiovitti et al. 2006, 
Bondoc et al. 2018).  
Con variaciones de acuerdo a la especie, el movimiento de las diatomeas 
responde a diversos estímulos ambientales como la temperatura (Cohn et al. 2003, 
Svensson et al. 2014), la salinidad (Apoya-Horton et al. 2006), los nutrientes 
(Revsbech et al. 1983, Saburova & Polikarpov 2003), la presencia de compuestos 
tóxicos (Thompson et al. 2008) y la luz (Cohn 2001, Apoya-Horton et al. 2006, 
Blommaert et al. 2018). En el caso de la luz, tanto la longitud de onda como la 
intensidad inciden en la movilidad (Ezequiel et al. 2015). El movimiento de las 
diatomeas responde a las bandas del azul y del rojo del espectro visible (Cohn et 
al. 1999). Por otro lado, las respuestas fototácticas son generalmente negativas a 
intensidades superiores a 500 mol fotones m-2 s-1 (Cohn et al. 2004, McLachlan 
et al. 2009, Blommaert et al. 2018) y positivas a intensidades inferiores a ese 
valor (Witkowski et al. 2012). Al igual que en otros organismos, en el 
fototactismo intervienen fotoreceptores (Depauw et al. 2012, Cohn et al. 2015, 
Jaubert et al. 2017) como aureocromos (Schellenberger Costa et al. 2013) y 
criptocromos (Juhas et al. 2014).  
El tipo de desplazamiento es similar al informado para Cylindrotheca 
closterium (Apoya-Horton et al. 2006). Estos autores atribuyeron el movimiento 
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“pivotante” de la célula a la percepción de un gradiente químico de nutrientes en 
el sustrato que influye directamente sobre el movimiento. En condiciones sub-
óptimas de nutrientes, el movimiento pivotante permite la percepción de la “ruta 
óptima de los nutrientes”, contribuyendo a que el desplazamiento se reanude en la 
dirección más propicia.  
La carencia de nitrógeno afectó tanto la velocidad como el porcentaje de 
células en movimiento en H. luciae. Witkowski et al. (2012) informaron que bajo 
deficiencia de N y P disminuyó la movilidad de Navicula sp. En nuestro caso, 
bajo carencia de P observamos un aumento de la velocidad y del porcentaje de 
células en movimiento, incluso en la fase estacionaria tardía, tal como fue 
registrado por Bondoc et al. (2018) para Seminavis robusta. Como se puntualizó 
anteriormente, en estas condiciones hubo una disminución de la tasa de 
crecimiento.  
El ensamblado-desensamblado del citoesqueleto y su asociación al complejo de 
adhesión y secreción de mucílago durante el desplazamiento consumen energía 
celular y podría suponerse que el aumento de la movilidad fue en detrimento de la 
tasa de crecimiento. Por lo tanto, se puede aceptar la Hipótesis 5 dado que la 
velocidad de desplazamiento fue modificada por la composición del medio de 
cultivo. 
 
2.11. Actividad enzimática 
La hidrólisis de sustratos orgánicos por parte de las enzimas extracelulares o de 
membrana plasmática permite sobrellevar situaciones de escasez de N o P. En el 
caso de H. luciae, la necesidad de incorporar fosfato o nitrógeno fue estimulada 
por varios días de cultivo de las células en medio carente de estos nutrientes. No 
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puede descartarse una posible actividad enzimática basal y otros mecanismos de 
regulación enzimáticos. Se cuantificó una baja actividad enzimática constitutiva al 
inicio de cada uno de los ensayos. Hay evidencias informadas tanto para enzimas 
constitutivas e inducidas por el sustrato en diferentes tipos de algas (Hernández et 
al. 2002).  
La inducción de la respuesta enzimática fue diferente para las fosfatasas y las 
proteasas. La actividad fosfatasa se observó prácticamente desde el inicio de la 
incubación (min) en presencia del organofosfato pNPP, independientemente si el 
tiempo de incubación en ausencia de P fue de 5, 10 o 20 días. En cambio, la 
inducción de actividad proteasa requirió de al menos 20 h (tanto en control como 
en los tratamientos) de incubación en presencia de azocaseína, lo que sugiere la 
síntesis de novo de proteínas.  
El tiempo de hambreado previo también afectó la medición de la actividad 
proteasa en controles y tratamientos. Solo cuando los cultivos fueron sometidos a 
10 días de carencia de N se observó una mayor actividad proteasa en los cultivos 
f/2-N respecto a los controles, aunque con carencia de N durante 20 días, la 
inducción de la actividad fue menor en aquellas células carentes de N respecto de 
los controles. Si asumimos que la actividad de esta enzima implica síntesis de 
novo de las proteínas, la prolongación del hambreado previo podría afectar las 
vías biosintéticas.  
En los zimogramas, la actividad fosfatasa alcalina de H. luciae coincidió con la 
banda de 61,2 kDa aproximadamente, muy similar al informado por Lin et al. 
(2013) para la fosfatasa alcalina de P. tricornutum. Sin embargo, a diferencia de 
estos autores, no observamos diferencias en intensidad del revelado de la 
actividad enzimática en las células provenientes de medio carenciado con respecto 
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al control. Dado que la cantidad de proteína sembrada en el gel fue la misma para 
los dos extractos celulares (provenientes de f/2 y f/2-P), podemos suponer que el 
período de hambreado de 10 días utilizado en el presente trabajo, mayor que el de 
2 a 7 días empleado por Lin et al. (2013) condujo al agotamiento de P en el medio 
control, incidiendo sobre la actividad enzimática. 
En cuanto a la actividad proteasa, en los zimogramas correspondió a dos 
bandas de peso molecular 72,2 kDa y 174,7 kDa. La intensidad de estas bandas 
fue levemente mayor en los extractos de las células provenientes de medio 
carenciado en N. La banda de 72,2 kDa es semejante a la reportada por Nagao et 
al. (2012) para la diatomea Chaetoceros gracilis. Los resultados de proteómica 
sugieren que esta banda correspondería a una Zn Proteasa-ATP dependiente 
plastidial (véase la Sección 2, Tabla 4.14). 
La inducción de las actividades fosfatasa alcalina y proteasa bajo carencia de P 
y N, respectivamente, permiten corroborar las Hipótesis 6 y 7 planteadas. 
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3.1. El frústulo: sílice y materia orgánica con una arquitectura compleja 
Los componentes silíceos del frústulo están acompañados de materia orgánica 
que se distribuye en: a) una cubierta externa, b) una capa localizada entre la 
membrana plasmática y la cubierta silícea, el diatopetum y c) una serie de 
moléculas orgánicas atrapadas dentro de la matriz de sílice (Pickett-Heaps et al. 
1990, Aumeier & Mensel 2012, Tesson & Hildebrand 2013, Bedoshvili et al. 
2018). Adicionalmente, las células están envueltas en mucílago extracelular (EPS) 
con mayor o menor grado de asociación a la cubierta celular (Underwood & 
Paterson 2003). Entre los componentes orgánicos embebidos en el entramado 
silíceo se identificaron proteínas como las silafinas, cingulinas y cadenas de 
poliaminas (Sumper et al. 2005, 2007, Scheffel et al. 2011) y polisacáridos 
complejos (Le Costaouëc et al. 2017 y bibliografía allí citada).  
 
3.1.1. Polisacáridos 
Los polisacáridos constituyen entre 10-80 % de la materia orgánica de las 
diatomeas. De acuerdo a su localización celular se los clasifica en tres grupos 
principales: estructurales, de reserva y extracelulares (Granum & Myklestad 
2001). 
Las sustancias poliméricas extracelulares (EPS, de sus siglas en inglés 
extracellular polymeric substances) son liberadas al medio a través de áreas 
especializadas en el frústulo: el rafe de algunas diatomeas pennadas, los procesos 
que atraviesan la valva (rimopórtula, fultopórtula) y/o regiones del frústulo 
engrosadas con sílice y perforadas por poros (ocelos), en el caso de las especies 
céntricas o pennadas sin rafe (véase Sección 1, Introducción). Las EPS 
intervienen en la adhesión y movilidad sobre un sustrato en las diatomeas 
Sección 2                                                                                                Introducción 
64 
bentónicas y facilitan la flotabilidad en la columna de agua en las especies 
planctónicas.  
Distintos factores ambientales, tales como la disponibilidad de nutrientes, la 
intensidad lumínica o la presencia de metales pesados y agrotóxicos, pueden 
modificar la tasa de secreción de las EPS (Magaletti et al. 2004, Urbani et al. 
2005). 
El polisacárido de reserva, la crisolaminarina, es un (13)-β-D-glucano con 
grado variable de ramificación en el C-6 y/o en el C-2 (Granum et al. 2002, Stone 
2006). El contenido de crisolaminarina varía con el estado fisiológico de las 
células y las condiciones ambientales (Granum & Myklestad 2001, Xia et al. 
2013, 2014, Caballero et al. 2016) pudiendo alcanzar valores superiores a 80 % 
del peso seco cuando un cultivo se somete a carencia de nitrógeno (Vårum & 
Myklestad 1984). 
Los polisacáridos estructurales aparecen entremezclados en la matriz de sílice 
de las cubiertas celulares. Tal como lo señalan Le Costaouëc et al. (2017), el 
aislamiento y purificación de polisacáridos a partir de las cubiertas celulares de 
microalgas es complejo, lo que ha llevado a la resolución estructural en contados 
casos. Se han descripto glucuromananos sulfatados (Chiovitti et al. 2003b, 
Chiovitti et al. 2005, Le Costaouëc et al. 2017). Adicionalmente, Tesson y 
Hildebrand (2013) reportaron la presencia de calosa, un (13)-β-D-glucano no 
ramificado en las bandas del cíngulo. 
 
3.2. Sustancias poliméricas extracelulares 
Las sustancias poliméricas extracelulares (EPS), fueron extensamente 
estudiadas por sus múltiples funciones en los sistemas acuáticos, incluyendo, entre 
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otras, la agregación de partículas de los sedimentos y la formación de “nieve 
marina”, su participación en el ciclo biogeoquímico del carbono, en el 
desplazamiento por deslizamiento de las diatomeas sobre el sustrato, en su 
encapsulamiento dentro de la matriz de biofilms y en la fijación a distintas 
superficies en las especies sésiles (Xiao & Zheng 2016 y bibliografía allí citada). 
Más recientemente, el estudio de las EPS se ha orientado hacia aspectos aplicados. 
Las propiedades adhesivas de los mucílagos de diatomeas generan problemas de 
deterioro por incrustaciones en construcciones costeras y embarcaciones (Molino 
& Wetherbee 2008). En el caso de embarcaciones, estas incrustaciones en los 
cascos aumentan considerablemente la fricción con el consecuente incremento de 
consumo de combustible (Schultz 2007). El uso de biocidas ha sido infructuoso, 
con el agravante de que causan daño ambiental en los cuerpos acuáticos (Callow 
& Callow 2011). Este problema ha incentivado el desarrollo de pinturas anti-
biodeterioro, los polímeros novedosos más recientes “bioinspirados” mediante la 
aplicaciones de nanotecnología (Callow & Callow 2011). 
Por otra parte, actuando como interfases adherentes sobre las superficies de 
tejidos, las EPS bloquean la adhesión de microorganismos patogénicos, 
posibilitando el diseño de terapias anti-adhesivas o bloqueantes de receptores 
celulares en infecciones y otros procesos inflamatorios (Guzman-Murillo & 
Ascencio 2000).  
En suma, la caracterización estructural de las EPS podría revelarlas como un 
subproducto valioso aumentando la competitividad de las biorrefinerías de 
microalgas (Barnech Bielsa et al. 2016). 
Underwood & Paterson (2003) clasifican las EPS, en dos grupos: las b-EPS o 
“bound” EPS en estrecho contacto con la superficie de las cubiertas celulares y 
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las solubles en el medio (s-EPS), que comprenden productos de bajo y alto peso 
molecular, sin contacto directo con los frústulos (Figura 3.1). 
 
 
Figura 3.1: Localización de diferentes polisacáridos producidos por las 
diatomeas. Las s-EPS pueden provenir de la ruptura o solubilización parcial de las 
b-EPS (Imagen adaptada de Underwood & Paterson 2003). 
 
Como se observa en la Figura 3.1, la delimitación entre una y otra fracción de 
EPS no es sencilla (Decho 1994, Nielsen & Jahn 1999, Underwood & Paterson 
2003). Para Nielsen & Jahn (1999) las s-EPS son producto de la degradación del 
b-EPS. Por otro lado, Underwood & Paterson (2003) sostienen que las s-EPS no 
provienen de las b-EPS y que la composición de ambos extractos es muy 
diferente. Lo que es coincidente es que la composición de las EPS es muy variable 
y depende, entre otras cosas, de la especie a analizar, las condiciones de cultivo, si 
se trata de un bioagregado o un cultivo unialgal. 
Cuando el material a analizar proviene de un bioagregado natural, las EPS 
incluirán macromoléculas provenientes de toda la flora microbiana junto con la de 
las diatomeas y el aporte de polímeros o productos de lisis celular tanto de 
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diatomeas como de otros microorganismos a la matriz del biofilm contribuyen a 
las propiedades fisicoquímicas del gel matricial. En esos microambientes, las EPS 
de las diatomeas constituyen una fuente de carbono orgánico tanto para 
organismos heterotróficos como para bacterias e invertebrados (Staats et al. 1999, 
Decho 2000, De Brouwer et al. 2002, Underwood et al. 2004). 
En células obtenidas en cultivos unialgales axénicos, el grado de asociación del 
polímero a la superficie celular define la fracción de EPS; los geles y mucílagos 
están en estrecho contacto con la cubierta del frústulo (b-EPS), mientras que los 
hidratos de carbono disueltos en el medio acuoso pertenecen a la fracción de las s-
EPS. Operativamente, al separar por centrifugación, los primeros quedan en el 
pellet celular mientras que los segundos se recuperan del sobrenadante (Nielsen & 
Jahn 1999). A partir de este procedimiento operativo, en el presente trabajo se 
consideró que las huellas mucilaginosas sobre la superficie de desplazamiento que 
no estaban en contacto con la superficie celular, corresponden a las s-EPS de alto 
peso molecular (Underwood & Paterson 2003). 
 
3.3. Composición de las EPS 
Las EPS están compuestas por proteínas e hidratos de carbono (Hoagland et al. 
1993). Si forman geles de consistencia rígida adquieren diversas morfologías 
como tubos y fibrillas en las formas menos hidratadas, y films de adhesión en las 
más hidratadas (Gügi et al. 2015). 
Los heteropolisacáridos aislados a partir de las EPS presentan una gran 
diversidad de monosacáridos componentes, entre los que se han citado ramnosa, 
fucosa, arabinosa, xilosa, manosa, galactosa, glucosa y ácidos urónicos en 
menores proporciones (Underwood & Paterson 2003, Delattre et al. 2016, Xiao & 
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Zheng 2016). Además, algunos de los azúcares pueden estar sustituidos por 
ésteres sulfato (Chiovitti et al. 2003b) y/o grupos metilo (Chiovitti et al. 2003a).  
Hasta el momento los estudios estructurales de las s-EPS son parciales y 
existen escasas referencias al tipo de unión entre los monosacáridos componentes 
(Gügi et al. 2015). 
 
3.4. Polisacárido de reserva 
La crisolaminarina, el principal polisacárido de reserva en las diatomeas (Xia et 
al. 2013), se acumula en vacuolas (Granum et al. 2002). De estructura semejante a 
la laminarina de las algas pardas, se diferencia por la ausencia de manitol. La 
cadena esqueletal de (13)-β-D-glucopiranosas (n= 20-60) puede presentar 
ramificaciones de longitud variable sobre el C-6 y/o el C-2 (Figura 3.2) (Chiovitti 
et al. 2004, Størseth et al. 2006, Caballero et al. 2016, Daglio et al. 2018). 
 
Figura 3.2: Estructura de la crisolaminarina, polisacárido de reserva de las 
diatomeas compuesto por una cadena principal de (13)-β-D-glucano, que puede 
presentar ramificaciones en β-(16) y/o β-(12). En esta figura se ejemplifica 
con ramificaciones simples de glucosa. 
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El conocimiento de la vía biosintética de la crisolaminarina aún es incompleto 
(Wagner et al. 2017). Se identificaron algunas enzimas clave como la UDP-
glucosa pirofosforilasa que transfiere el grupo glucosil de la UDP-Glc a la cadena 
del (13)-β-D-glucano naciente (Roessler 1987, Zhu et al. 2016) (Figura 3.3). 
 
Figura 3.3: Uno de los pasos de la biosíntesis de crisolaminarina catalizado por la 
UDP-glucosa pirofosforilasa. Abreviaturas: Glc: Glucosa; Glc-1-P: Glucosa-1-
fosfato. 
 
Utilizando bicarbonato marcado con 
14
C en experiencias en cultivos 
fotoautotróficos de distintas especies de diatomeas se detectó la acumulación 
inicial de la marca radioactiva en los glucanos intracelulares, seguida a las 3 horas 
aproximadamente por la aparición del marcador radioactivo en las EPS (Smith & 
Underwood 2000). En células incubadas en oscuridad, la secreción de EPS 
continuó a expensas de la concomitante disminución del glucano de reserva 
(Smith & Underwood 2000). 
 
Sección 2                                                                                                Introducción 
70 
Aplicación de técnicas de espectrometría de masa para el estudio de 
polisacáridos y proteínas 
 
3.5. Fundamentos de la espectrometría de masa 
La aplicación de la espectrometría de masa (MS) como técnica analítica en 
química, biología, ciencias de la salud y agrarias ha cobrado creciente importancia 
en los últimos años con el continuo desarrollo instrumental (El-Aneed et al. 
2009). Esta técnica se basa en la formación de iones gaseosos cargados positiva o 
negativamente, que pueden ser separados de acuerdo a su relación masa/carga 
(m/z, donde m es la masa del ión molecular en unidades atómicas Dalton y z es el 
número de cargas del mismo). En un espectro masa, el eje x representa los valores 
de m/z mientras que el eje y indica la intensidad de la señal o cantidad de un 
determinado analito. 
El análisis por MS brinda información única ya que permite, con rapidez y 
sensibilidad, identificar, cuantificar y aportar datos estructurales determinando 
con precisión las masas de átomos y moléculas transformados previamente en 
iones, mediante la respuesta de sus trayectorias a varias combinaciones de campos 
eléctricos y magnéticos (El-Anead et al. 2009). 
Todos los espectrómetros de masa cuentan con una fuente de iones gaseosos, 
uno o más analizadores, un detector y un sistema de vacío (Figura 3.4). La 
muestra es introducida por la entrada del equipo hacia la fuente de ionización, 
donde los iones generados en fase gaseosa a partir del analito (A) son transferidos 
al analizador, responsable de su separación de acuerdo a su relación m/z. Por 
último, el detector registra la m/z y la intensidad relacionada con la cantidad de 
iones que llegan de una dada m/z. 
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Figura 3.4: Esquema de los componentes de un espectrómetro de masa. 
 
Todos los espectrómetros cuentan además con un sistema de alto vacío para 
evitar la pérdida de iones por colisiones entre sí. Estas colisiones pueden inducir 
la fragmentación e incluso impedir la llegada de los iones al detector, con pérdida 
de resolución y sensibilidad del instrumento (Hoffman & Stroobant 2007). 
La gran variedad de equipamiento disponible en MS difiere fundamentalmente 
en los métodos empleados para generar los iones según distintos fenómenos 
físico-químicos de volatilización y ionización. Muchas de estas técnicas de 
espectrometría se utilizan acopladas a un equipo de cromatografía gaseosa (CG) si 
la muestra es volátil o líquida de alta resolución (HPLC) para la separación de 
compuestos biológicos como ácidos grasos, proteínas e hidratos de carbono. 
 
3.5.1. Técnicas de ionización fuerte y suave 
De manera general, los métodos de ionización pueden clasificarse en 
ionización fuerte y suave. Las técnicas de ionización fuerte tienden a la 
disociación de enlaces químicos y a la obtención de un gran número de iones por 
fragmentación en el espectro de masa. En las técnicas de ionización suave se 
obtienen espectros de masa con pocos iones fragmento y con iones precursores 
relativamente intensos que facilitan la determinación de la masa molecular del 
compuesto. 
Sección 2                                                                                                Introducción 
72 
El primer método de ionización utilizado fue el de impacto electrónico (EI). 
Los iones se generan a partir de un bombardeo con un haz de electrones sobre los 
analitos gaseosos neutros; si el analito es sólido o líquido a temperatura ambiente, 
se lo volatiliza previamente calentando hasta obtener el gas. Este bombardeo 
causa la expulsión de los electrones de los analitos, formándose el catión radical.  
Este método se aplica para los análisis de compuestos de bajo peso molecular, 
fáciles de volatilizar y termoestables. El alto grado de fragmentación resultante 
dificulta la observación de los iones moleculares en el espectro. El EI no es apto 
para el análisis de moléculas termolábiles, como proteínas, aminoácidos e hidratos 
de carbono. 
En los años 70 y 80, comenzaron los primeros experimentos para obtener los 
iones gaseosos de moléculas térmicamente inestables sin descomposición en un 
único paso. Estas técnicas de volatilización/ionización se denominaron técnicas de 
desorción e incluían, entre otras, FAB (de sus siglas en inglés, fast atom 
bombardment) y LDI (de sus siglas en inglés, laser desorption/ionization). 
En el caso de FAB, A era depositado sobre un porta muestras metálico que se 
introducía en la cámara de ionización en alto vacío. Luego era bombardeado con 
un haz de átomos neutros acelerados, como He o Xe. En el caso del LDI la 
ionización se inducía por la acción de un láser y estaba estrechamente relacionada 
con la fotoquímica de los compuestos (Landoni et al. 2008). 
Estos métodos, actualmente no utilizados, ampliaron tanto el rango de peso 
molecular de los compuestos como el uso de la técnica para el análisis de 
moléculas termosensibles. 
A fines de la década del 80 se introdujeron dos técnicas de ionización suaves: 
UV-MALDI (desorción/ionización asistida por una matriz e inducida por un láser 
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ultravioleta) y ESI (la volatilización/ionización por nebulización en un campo 
eléctrico) causando una revolución en el análisis estructural de macromoléculas o 
biopolímeros de alto peso molecular como proteínas, hidratos de carbono, lípidos, 
ácidos nucleicos entre otros metabolitos (Tanaka et al. 1988, Fenn et al. 1989, Mc 
Lafferty & Turecek 1993, El-Aneed et al. 2009).  
La espectrometría de masa UV-MALDI desplazó a la técnica FAB en el 
estudio de azúcares y de compuestos glicoconjugados, dado que posibilita la 
ionización de moléculas de alto peso molecular como glicoproteínas, 
oligosacáridos y glucanos cíclicos con 10-100 veces mayor sensibilidad. 
En UV-MALDI MS, A es depositado junto con una matriz sólida fotosensible 
(M) sobre un portamuestras. Esta mezcla seca se introduce en la cámara de 
ionización en alto vacío y se irradia con un láser ultravioleta (UV) donde se 
produce la desorción/ionización de A y M (Mc Lafferty & Turecek 1993). La 
aplicación de esta técnica en el análisis de hidratos de carbono posibilita el 
análisis de una mezcla de compuestos sin necesidad de separación ni de 
derivatización previa. Esta técnica fue desarrollada en principio para el análisis de 
péptidos y proteínas, y luego se extendió para el estudio de los hidratos de 
carbono (Harvey 1999).  
En el caso de ESI MS, la solución polar que contiene el analito se convierte en 
una nube de gotas cargadas que se somete a la acción de un campo eléctrico 
fuerte, el solvente se evapora y los iones moleculares gaseosos generados son 
enfocados hacia el analizador (Fenn et al. 1989). 
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3.5.2. Analizadores 
Paralelamente, los analizadores debieron perfeccionarse con el fin de satisfacer 
los requerimientos respecto al rango de masa de los compuestos (rango dinámico 
de análisis), la sensibilidad y el análisis de muestras en forma confiable.  
Actualmente existen analizadores de masa de tipo cuadrupolo, trampa iónica, 
sector magnético/eléctrico, tiempo de vuelo (TOF), Orbitrap y resonancia iónica 
ciclotrónica por transformada de Fourier (FT-ICR) y varias combinaciones 
híbridas de estos. 
El grupo de analizadores de baja resolución incluye a los cuadrupolos (Q) y a 
las trampas iónicas. Estos analizadores tienen resolución unitaria, es decir que 
pueden resolver iones que difieren en una unidad de masa, siempre y cuando el 
ancho del pico sea el adecuado. Su bajo precio, pequeño tamaño y alta velocidad 
de barrido, les otorga versatilidad para aplicaciones en espectrometría de masa 
tándem. 
El desarrollo de analizadores de alta resolución, como el tiempo de vuelo 
(TOF), el Orbitrap (Hu et al. 2005) y la resonancia iónica ciclotrónica por 
transformada de Fourier (FT-ICR), ha posibilitado medidas de masa precisas (<5 
ppm para el TOF y <1 ppm para el Orbitrap y FT-ICR). 
En la espectrometría de masa en tándem (MSn) se alinean dos o más 
analizadores de manera de poder analizar los iones producto que se generan por 
fragmentación a partir del ión molecular. 
Las variantes instrumentales más utilizadas en MSn incluyen ordenar en serie 
dos analizadores de tiempo de vuelo (TOF-TOF), o un analizador de tipo 
cuadrupolo y uno de tiempo de vuelo (Q-TOF) acoplados al método de ionización 
MALDI. En el caso de equipos con ionización por nebulización (ESI) pueden 
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encontrarse ordenamientos similares (Q-TOF) y otras variantes como dos 
analizadores de tipo cuadrupolo en serie (Q-q-Q). 
El analizador de tiempo de vuelo (TOF) opera midiendo el tiempo (entre 1-2 
min) que le toma a un ión de energía cinética conocida viajar hasta el detector. 
Para poder discriminar los iones con alta resolución en base a sus tiempos de 
vuelo, se deben eliminar las colisiones, lo que requiere el uso de muy alto vacío 
(10
-5 
Pa). Por medio de una o más mallas de aceleración se imparten cerca de 100 
eV de energía cinética de traslación a todos los iones, de modo de agruparlos de 
forma más compacta e impartirles la misma energía cinética inicial. Luego, los 
iones viajan en una zona libre de campo por lo que su velocidad se mantiene 
constante. La masa de los iones (m/z) se calcula en base a su tiempo de vuelo, que 
siempre que la energía cinética inicial sea idéntica, será más prolongado cuanto 
más grande sea el ion. Dado que se producen iones no fragmentados y con carga 
única, la masa de los iones se puede determinar con facilidad a partir del espectro 
resultante. 
El espectro TOF es un simple registro de la señal del detector en función del 
tiempo (t). A partir de t, m/z se determina a partir de la siguiente ecuación: 
 
 
 
donde: s es la longitud del tubo de vuelo, m es la masa, z la carga y Ecin la energía 
cinética del ion. La resolución obtenida en el espectro de masa está determinada 
por el camino libre que recorren los iones (Schiller et al. 2004). 
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3.5.3. Carga de los iones 
Cuando la ionización ocurre en fase gaseosa, los iones formados son 
monocargados, ya que es poco probable que en fase gaseosa dos o más especies 
reactivas reaccionen con la misma molécula neutra en un período corto de tiempo 
para generar un ión múltiplemente cargado, tanto por la repulsión de cargas como 
por la probabilidad de colisiones (Covey et al. 2009). Cuando la ionización ocurre 
en fase líquida, como en ESI, la aparición de iones múltiplemente cargados es 
frecuente (El-Aneed et al. 2009). 
Los iones gaseosos de una muestra pueden generarse por la protonación o 
desprotonación (reacciones ácido/base), generándose [M+H]
+
 o [M-H]
- 
y por la 
formación de aductos con cationes/aniones como por ejemplo, [M+Na]
+
 o 
[M+Cl]
-
 (Zenobi & Knochenmuss 1998). 
 
3.6. Espectrometría de masa UV-MALDI 
La técnica de ionización MALDI es una de las elegidas para el análisis de 
mezclas complejas debido a que es rápida, sensible y que además tiene la ventaja 
de no requerir derivatización previa de la muestra (Harvey 1999, Hoffman & 
Stroobant 2007). 
La muestra a analizar (A) se mezcla junto con la matriz (M) y se deposita en un 
portamuestras. El láser se enfoca en forma pulsada (cada pulso tiene una duración 
de 2-3 ns), hacia el electrodo portamuestras a través de un sistema óptico de 
lentes. Los iones resultantes se someten a la aceleración de un campo eléctrico 
que provoca el desplazamiento de los mismos a través de un camino libre 
(Schiller et al. 2004) hasta que finalmente alcanzan el detector (Figura 3.5). 
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Figura 3.5: Esquema del recorrido de los iones en un equipo MALDI-TOF. 
 
Los láseres que emiten fotones en el rango de la región UV (260-360 nm) son 
los utilizados casi exclusivamente en UV-MALDI MS (Harvey 1999, 2006). Los 
equipos poseen generalmente un láser de nitrógeno (λem= 337) o un láser Nd:YAG 
(λem= 266 nm).  
UV-MALDI MS ha sido utilizada para el mapeo de la distribución superficial 
de distintos compuestos en tejidos y materiales no volátiles. Permite, por ejemplo, 
el análisis de péptidos, proteínas y otras biomoléculas directamente en la porción 
del tejido o dentro de células (Hoffman & Stroobant 2007, Nicolau et al. 2014, 
Daglio et al. 2018). 
Las desventajas de esta técnica son la baja reproducibilidad de las señales 
obtenidas entre los disparos sucesivos del láser sobre la misma muestra, la alta 
dependencia de los resultados con el método de preparación de muestra utilizado 
y la heterogeneidad de las muestras.  
Por otro lado, la presencia de sales, buffers y otras sustancias puede afectar la 
obtención del espectro de la mezcla A y M, y de acuerdo a los resultados 
obtenidos se recomienda su remoción (Fukuyama et al. 2005, Hoffman & 
Stroobant 2007). 
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3.6.1. Matrices utilizadas 
Las matrices generalmente utilizadas son compuestos orgánicos aromáticos con 
un grupo carboxilo y con una alta absorción a la longitud de onda de emisión del 
láser. Esto induce la desorción del analito y promueve su 
ionización/volatilización. La función de la matriz es, por un lado, absorber la 
energía del láser para poder ionizar el analito y por otro, separar las moléculas de 
analito para evitar la formación de agregados, por lo tanto, la matriz y la muestra 
se mezclan con un exceso molar de matriz (100-1000 veces), que evita el impacto 
directo del láser sobre el analito. 
En la Tabla 3.1 se muestran los compuestos más frecuentemente utilizados en 
UV-MALDI MS.  
 
Tabla 3.1: Matrices orgánicas utilizadas en UV-MALDI MS 
 
Fórmula química Matriz Uso 
 
Ácido 3,5-dimetoxi-4-
hidroxicinámico (ácido 
sinapínico, SA) 
Proteínas, 
glicoproteínas y 
polímeros sintéticos 
 
Ácido 2,5-
dihidroxibenzoico (ácido 
gentísico, DHBA) 
Proteínas y 
glicoproteínas, 
hidratos de carbono, 
polímeros sintéticos 
 
Ácido-α-ciano-4-
hidroxicinámico (CHCA) 
Proteínas y 
glicoproteínas,y 
polímeros sintéticos 
 
Nor-harmano (nHo) Oligosacáridos ácidos 
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Es altamente deseable que la matriz genere señales muy pequeñas (para evitar 
interferencias), que proporcione un único aducto del analito y que tenga baja 
tendencia a la generación de clusters con la muestra (Harvey 1999). 
La aplicación de la combinación de dos matrices es una alternativa para 
perfeccionar la habilidad individual de cada matriz y mejorar la calidad del 
espectro (Hashir et al. 2008, Laštovičková et al. 2009). 
El SA es utilizado generalmente para proteínas de alto peso molecular 
(Schwartz et al. 2003). Una de las matrices utilizadas en MALDI es el DHBA; 
aunque originalmente introducida para el análisis de proteínas, es actualmente la 
más utilizada para el análisis de hidratos de carbono y lípidos (Dreisewerd 2014). 
Produce principalmente especies de tipo [A+Na]
+ 
y [A+K]
+
. La mezcla con 
CHCA resultó de aplicabilidad limitada para oligosacáridos, pero confirmó su 
utilidad para inulinas (Dreisewerd 2014). Las β-carbolinas, una familia de 
alcaloides naturales presentes en plantas, demostraron ser matrices útiles en el 
análisis de azúcares no cíclicos y cíclicos. Son compuestos heterocíclicos 
nitrogenados que difieren en sus sustituyentes, entre las que encontramos el nHo. 
 
3.6.2. Preparación de la muestra 
La realización de experimentos utilizando la técnica UV-MALDI puede 
dividirse en dos etapas: 
 
Primera etapa:  
En esta etapa, el compuesto a analizar (A) se mezcla en una solución que 
contiene la especie química que actuará como la matriz (M). La matriz minimiza 
los daños indirectos que el láser puede ocasionar sobre A al absorber la mayor 
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parte de la energía térmica generada e incrementa la eficiencia del uso de la 
energía del láser.  
Existen diferentes modos de preparación de la muestra. El método más 
utilizado es el de mezcla (Figura 3.6a), en el cual se mezclan partes iguales de la 
solución de matriz y del analito, ambas preparadas en solventes miscibles entre sí. 
Se deposita 1 μl de la mezcla sobre el portamuestras y se lleva a sequedad por 
evaporación del solvente a temperatura ambiente (véase Métodos 
experimentales, ítem 5.24).  
El segundo método frecuentemente usado es el de capas sucesivas o sándwich 
(Figura 3.6b), en el cual se colocan, por ejemplo, 0,5 μl de solución de M sobre el 
electrodo portamuestras. Se seca a temperatura ambiente. Luego, se colocan sobre 
la primer capa 0,5 μl de solución de A, se seca y nuevamente 0,5 μl de solución de 
M, llevando a sequedad. 
 
Figura 3.6: Métodos de preparación de la muestra para análisis por UV-MALDI 
MS. a) Método mezcla, (b) Método de capas sucesivas. En todos los casos se 
dejan secar la matriz (M) o el analito (A) a presión atmosférica y temperatura 
ambiente (TA) (Imagen adaptada de Erra-Balsells 2004). 
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Segunda etapa: 
La segunda etapa involucra la ablación de la muestra sólida por medio de un 
láser UV que impacta sobre su superficie bajo condiciones de vacío dentro de la 
cámara de ionización (Figura 3.7). 
 
Figura 3.7: Proceso de ionización en UV-MALDI. La mezcla de matriz-analito es 
bombardeada con un láser UV que excita a la matriz (círculo blanco), la cual a su 
vez transfiere esta energía al analito (rectángulo negro). De esta forma se produce 
la ionización y desorción de los analitos (rectángulo blanco) como especies 
monocargadas (Figura adaptada de El-Aneed et al. 2009). 
 
Aun no se conoce con exactitud como ocurre la ionización/volatilización de A 
y M en la cámara de ionización, aunque se postula que, cuando el haz de láser 
impacta sobre la mezcla, induce un rápido calentamiento de la mezcla por 
acumulación de energía térmica. Como consecuencia hay una sublimación local 
de moléculas de M, la ablación superficial de la porción de material y la 
vaporización de M a una fase gaseosa, incorporando consigo por arrastre 
mecánico y/o electrostático las moléculas de A. Durante este proceso se produce 
la ionización de las moléculas volatilizadas por intercambio de electrones y/o de 
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protones (protonación/desprotonación), o por interacción con unidades que poseen 
carga neta, como iones metálicos (Na
+
, K
+
) (McLafferty & Turecek 1993, Harvey 
1999). Los iones en fase gaseosa son luego enfocados por un campo eléctrico 
hacia el analizador. 
 
3.7. Volatilización/ionización por nebulización en un campo eléctrico (ESI) 
La introducción de la técnica de ionización basada en la generación a partir de 
la solución de A de una nube (“spray”) formada por diminutas gotas cargadas 
eléctricamente y sometida a la acción de un fuerte campo eléctrico, permitió el 
análisis de compuestos termolábiles de alto peso molecular. Este método de 
ionización fue denominado “electrospray ionization” (ESI). 
Dentro de sus ventajas, se puede destacar que es el método de ionización 
menos invasivo de las propiedades del analito, salvo en lo que refiere a su 
volatilización y ionización. Por dicha razón es posible estudiar complejos 
moleculares debidos a interacciones no-covalentes dativas débiles como, entre 
otros, complejos proteína-proteína, enzima-substrato o proteína-ligando, estudios 
de la cinética del plegado de proteínas, etc. 
El método ESI requiere que A se encuentre en solución en un medio polar que 
es introducido en forma de flujo continuo a través de un capilar a la región donde 
se aplica un elevado campo eléctrico (3-4 kV) generándose iones moleculares 
gaseosos intactos. 
En el caso del ESI, para un dado analito A de peso molecular m se origina una 
familia de iones moleculares gaseosos policargados. Esta familia de señales tiene 
valores de m/z tales que z pertenece a un conjunto de números enteros sucesivos 
(z=1, 2, 3, etc.; m/z = m/1, m/2, m/3, etc) (Hoffman & Stroobant 2007). La 
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capacidad que tendrá A de generar moléculas gaseosas cargadas y z, dependerá 
directamente de m (tipo y número de grupos funcionales polares que presente). A 
mayor peso molecular, mayor número de grupos polares y mayor probabilidad de 
generar iones policargados (z > 1). 
La primera explicación del fenómeno de generación de una nube con 
microgotas cargadas fue formulada por Dole et al. (1968). Esta descripción del 
principio por el que se produce el "electrospray" y su comportamiento bajo la 
acción de un fuerte campo eléctrico, incluye el modelo que contempla la 
formación de cargas residuales. Las microgotas cargadas contraen su volumen al 
ser sometidas a un fuerte campo eléctrico.  
Cuando el número de cargas electrostáticas superficiales del mismo signo es 
mayor que las que puede estabilizar una gota de un dado tamaño, según las 
repulsiones de Coulomb, se produce la “explosión de Raleigh”, es decir una 
eyección de moléculas de la superficie de la gota que pasan al estado gaseoso 
llevándose una o varias cargas, y disminuyendo de esta manera las fuerzas 
repulsivas en la superficie (Figura 3.8). Esta “explosión” produce una microgota 
cargada de menor tamaño. Si en esta gota no se cumple la relación número de 
cargas repulsivas:superficie total de la gota, vuelve a producirse una explosión, 
con pasaje al estado gaseoso de más moléculas que componen la gota mono o 
policargada. 
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Figura 3.8: Formación de iones por ESI. La solución de la muestra pasa a través 
de un capilar cargado, formándose gotas cargadas en la cámara de ionización 
(presión atmosférica). Se esquematiza el modelo de Dole para explicar las cargas 
residuales presentes en las moléculas del analito desolvatadas. 
 
Cabe señalar que, para un analito su ionización en modo positivo puede 
deberse a la fijación de protones o cationes (Na
+
, K
+
, Li
+
, etc.) y en el modo 
negativo puede producirse la pérdida de protones y/o de cationes en compuestos 
salinos. Esto puede introducir complicaciones en el estudio por ESI-MS, debido a 
la presencia de iones policargados múltiples. 
Lo que hoy se conoce como método de volatilización/ionización ESI es una 
modificación del método de Dole formulado por Fenn (Fenn et al. 1989), quien 
demostró que era posible determinar, a partir de la familia de iones generada 
debido a la policarga de un mismo ion molecular, su peso molecular con una 
exactitud del 0,01 %. Para optimizar el proceso de desolvatación, se agregó un gas 
inerte (drying gas) (Figura 3.8). 
 
3.8. Estudio de proteínas mediante proteómica 
El término proteoma fue definido en los años 90 como el conjunto total de 
proteínas resultado de la expresión genómica de una célula, tejido u organismo 
(Wasinger et al. 1995). El establecimiento de la espectrometría de masa aplicada a 
moléculas biológicas (ESI y MALDI) y el desarrollo de técnicas de separación de 
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proteínas y péptidos como la electroforesis PAGE (electroforesis en gel de 
poliacrilamida) y la cromatografía HPLC permitieron la consolidación y difusión 
de la proteómica como disciplina científica. 
La variabilidad en el proteoma dependerá de la expresión diferencial de los 
genes de acuerdo a las condiciones fisiológicas, el procesamiento alternativo de 
los intrones y las modificaciones post-traduccionales de las proteínas. La 
proteómica es por lo tanto, el estudio del proteoma. 
En los experimentos de proteómica denominados “botton-up” (Steen & Mann 
2004, Zhang & Ge 2011) la proteína de interés (o el conjunto de proteínas) son 
digeridas con una enzima de corte específico en péptidos de menor tamaño y 
separados por elución en una columna de HPLC (Figura 3.9).  
Seleccionando los péptidos eluidos de acuerdo a su abundancia, se someten a la 
fragmentación por MS-MS (MS2). El patrón experimental de fragmentación de 
cada péptido se compara con el espectro teórico (in silico) de una base de datos 
adecuada, y como resultado se infiere qué proteína origina ese péptido específico 
(Figura 3.9).  
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Figura 3.9: Etapas en un experimento de proteómica. a) En primer lugar la 
muestra de proteínas es digerida en péptidos que se separan cromatográficamente, 
frecuentemente por HPLC. A medida que eluyen los péptidos, son introducidos en 
el espectrómetro de masa generando su correspondiente espectro. b) Cada péptido 
puede seleccionarse y fragmentarse obteniendo un segundo espectro de 
fragmentación MS-MS característico. c) Por último el motor de búsqueda 
compara los espectros empíricos con espectros teóricos asignando una puntuación 
de acuerdo al grado de coincidencia entre ambos espectros. 
 
3.8.1. Digestión de proteínas en péptidos 
Tras la obtención de una muestra de proteínas, el primer paso consiste en su 
digestión mediante una enzima proteolítica que corta en puntos específicos de la 
secuencia dando lugar a un conjunto de péptidos. Esta digestión previa es 
necesaria, ya que la manipulación de las proteínas nativas es más complicada.  
La enzima proteolítica tradicionalmente utilizada es la tripsina, que corta los 
enlaces peptídicos de arginina (R) o lisina (K) siempre que no exista una prolina 
(P) adyacente. Dada la frecuencia media de R y K, los péptidos trípticos producto 
de la acción de la tripsina tienen un tamaño adecuado para el análisis por MS. 
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También es posible emplear otras proteasas, siempre que se conozca su patrón de 
corte. 
 
3.8.2. Separación de péptidos y proteínas  
Dado que el patrón de péptidos resultantes de la digestión mediante una enzima 
proteolítica es específico, los espectros de masa de los péptidos permiten la 
identificación de la proteína. Sin embargo, a pesar de esta especificidad, en una 
mezcla proteica se genera un enorme número de péptidos, muchos de los cuales 
pueden poseer masas muy similares. Por ese motivo, para obtener una “huella 
dactilar peptídica” se requiere que la proteína se encuentre previamente 
purificada, generalmente a partir de una banda de 1D-PAGE o de una mancha de 
2D-PAGE. 
Cuando el objetivo es la identificación del máximo número de proteínas en un 
solo experimento, puede partirse de una muestra más compleja de proteínas, como 
es el caso de la presente Tesis. 
Sabiendo que a partir de cada proteína se generan múltiples péptidos (trípticos), 
el grado de complejidad aumenta tras la digestión. Por este motivo, para evitar 
que la mezcla de péptidos sea demasiado compleja para la resolución en el 
análisis MS, previamente a la introducción de los péptidos en el espectrómetro se 
realiza una cromatografía separando los péptidos para ionización, de manera que 
lleguen al analizador de masa de forma gradual, generalmente por separación por 
cromatografía HPLC.  
El tipo más común de cromatografía usada en proteómica es la de fase reversa, 
donde la fase estacionaria, no polar, está compuesta por unas micro-esferas de 
sílice recubiertas de cadenas alquilo de 18 átomos de C (C18). Una vez que se 
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produjo la separación cromatográfica, los péptidos son ionizados e introducidos 
en el espectrómetro de masa.  
 
3.8.3. Espectrometría de masa en tándem (MSn) 
Los péptidos, separados en el espectrómetro de masa en base a su relación m/z, 
generan señales cuyas intensidades son registradas en el detector. 
El objetivo en proteómica consiste en la elección del mejor candidato de una 
lista de posibles péptidos generados por el espectro, a fin de inferir la proteína que 
dio origen a ese péptido. En la espectrometría de masa MSn, los péptidos, una vez 
ionizados y en el interior del analizador, son sometidos a una fragmentación 
adicional (Figura 3.10). 
 
 
Figura 3.10: En la MS en tándem se seleccionan generalmente los péptidos 
precursores de mayor intensidad en el MS1 para ser fragmentados y generar en 
este caso el espectro MS2. 
 
El proceso de adquisición de espectros tiene varias etapas. En primer lugar, el 
instrumento hace un barrido de todos los péptidos ionizados introducidos en el 
espectrómetro y registra los llamados espectros MS1, con los valores m/z y las 
intensidades para cada ion. 
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Los péptidos se fragmentan generando iones más pequeños cuyo patrón de 
fragmentación responde más específicamente a la secuencia original. Esto 
aumenta el poder de resolución del análisis, ya que permite distinguir péptidos 
que, intactos, tienen masas muy similares, pero cuyos patrones de fragmentación 
MSn son diferentes. 
El espectro MS2 adquirido, o espectro de fragmentación, registra los valores 
m/z e intensidades de los fragmentos de cada uno de los péptidos precursores 
aislados y fragmentados. Este patrón de fragmentación contiene la información 
necesaria para deducir la secuencia de aminoácidos del péptido de origen. 
Una de las técnicas de fragmentación que se utilizan para analizadores de tipo 
Orbitrap es la HCD (Disociación por Colisión de Alta Energía, de sus siglas en 
inglés High Energy Collision Dissociation) (Olsen et al. 2007). La misma consiste 
en hacer colisionar las moléculas del analito (digerido previamente por la enzima 
correspondiente) con átomos o moléculas de gases nobles. La colisión provoca 
que parte de la energía cinética del ion sea transformada en energía vibracional, 
llevando a la ruptura de la cadena peptídica. 
 
3.8.4. Asignación péptido-espectro 
En un experimento típico de proteómica pueden generarse miles de espectros 
por hora. Se han desarrollado diversas herramientas de software para facilitar la 
asignación de secuencias peptídicas a los espectros MSn. A cada uno de estos 
pares péptido-espectro se les denomina PSM (Asignación Péptido-Espectro de sus 
siglas en inglés Peptide-Spectrum Match). 
La estrategia más utilizada para la obtención de una lista de PSM consiste en 
utilizar una base de datos de secuencias, donde se establece una correlación entre 
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el espectro MSn obtenido empíricamente y espectros teóricos predichos a partir de 
secuencias. 
Existe una gran variedad de motores de búsqueda que comparan los espectros 
registrados con los teóricos recopilados a partir de diversas fuentes de 
información, tales como el patrón de corte de la enzima proteolítica utilizada, los 
valores m/z de los fragmentos que se producirían a partir de los péptidos, la 
frecuencia estimada de cada tipo de fragmento y las secuencias de las proteínas en 
una base de datos de referencia.  
Los motores de búsqueda asignan a cada espectro empírico obtenido un 
péptido, el mejor candidato de una lista de los posibles péptidos que han generado 
ese espectro, con una cierta medida de puntuación en función del grado de 
similitud entre espectro empírico y teórico. 
La estrategia consiste en realizar una digestión teórica de las secuencias de 
proteínas de referencia, teniendo en cuenta los parámetros especificados. Así, para 
cada espectro observado, el motor de búsqueda recorre las secuencias en una base 
de datos seleccionando aquellos péptidos con valores m/z similares al del ion 
precursor en el espectro empírico y que se encuentran dentro del rango de 
tolerancia permitido, dando un espectro teórico para cada uno. A continuación se 
establece el grado de similitud de cada espectro adquirido con los espectros 
teóricos de cada uno de los péptidos candidatos, usando distintas funciones de 
puntuación.  
La puntuación utilizada para el análisis de péptidos de la presente Tesis fue 
SEQUEST (Eng et al. 1994). Para cada espectro adquirido, SEQUEST calcula la 
puntuación de correlación (Xcorr) para todos los candidatos con los que es 
comparado. En primer lugar, se crea un espectro empírico procesado en el que los 
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picos de baja intensidad son eliminados y el resto de valores m/z son redondeados 
al valor entero más próximo. Para cada candidato se crea un espectro teórico 
usando unas reglas de fragmentación simplificadas. Básicamente, Xcorr 
contabiliza el número de fragmentos coincidentes entre el espectro empírico 
(procesado) y el espectro teórico. 
 
3.8.5. Evaluación estadística  
El procesamiento de los miles de espectros generados es un aspecto 
fundamental para la interpretación de los resultados. No a todos los espectros MSn 
generados se les asigna un péptido, y a su vez, de todo el conjunto de PSM, sólo 
una fracción de ellos son correctos, es decir el espectro corresponde realmente a la 
secuencia asignada. Por eso, el desarrollo de métodos de evaluación de la calidad, 
en términos de confianza estadística, es una tarea crucial para filtrar los resultados 
generados. 
Para la estimación de la tasa FDR (de sus siglas en inglés, False Discovery 
Rate) se recurre a una base de datos llamada señuelo o decoy. Los espectros MSn 
son comparados con espectros teóricos derivados de secuencias señuelo que son 
secuencias que no corresponden a ninguna proteína. De esta forma, se puede tener 
la certeza de que los resultados de identificaciones correspondientes a secuencias 
señuelo corresponden a identificaciones incorrectas.  
 
3.8.6. Inferencia de proteínas a partir de péptidos 
En un experimento de proteómica, desde el momento de la digestión de las 
proteínas, todo el análisis se realiza a nivel de péptidos. Esto provoca una 
Sección 2                                                                                                Introducción 
92 
dificultad para ensamblar una lista de proteínas que podría encontrarse en la 
muestra analizada. 
Uno de los principales motivos que complican la inferencia de las proteínas se 
refiere a la pérdida de la correspondencia péptido-proteína debida 
fundamentalmente a la detección de péptidos compartidos cuyas secuencias están 
en diferentes proteínas. En algunos casos el procesamiento alternativo de intrones 
provoca la existencia de isoformas de una proteína en la muestra. De estas, sólo 
algunas tienen en su secuencia péptidos trípticos exclusivos que permiten, en caso 
de ser detectados, concluir la identidad de la proteína fehacientemente. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
RESULTADOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Aplicación de la espectrometría de masa 
para el estudio de los polisacáridos y el 
proteoma de Halamphora luciae 
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4.1. Caracterización de las s-EPS de H. luciae en distintas condiciones de 
cultivo 
 
4.1.1 Cromatografía de permeación en gel 
Uno de los inconvenientes ocasionados al aislar los polisacáridos a partir de la 
solución de cultivo en agua de mar es que los productos siempre se obtienen 
acompañados de gran cantidad de sales.  
La fracción S3 (véase Métodos experimentales, ítem 5.16.1) fue la única que 
dio reacción positiva con la técnica del fenol-sulfúrico. Los rendimientos de S3 
fueron: f/2: 97,3 mg (40,6 mg l
-1
), f/2-N 30,8 mg (27,4 mg l
-1
), f/2-P 27,4 mg (20.6 
mg l
-1
). 
Dado su mayor rendimiento, se ensayó en primera instancia el desalado del 
producto S3 de las s-EPS del medio completo f/2 por cromatografía de 
permeación en gel (Figura 4.1). 
 
Figura 4.1: Perfil de elución del producto S3 de las s-EPS de cultivos en medio 
completo f/2 en la columna empacada con Bio-Gel P-2. La llave indica el rango 
de elución donde se detectaron sales. La flecha señala el V0. 
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Las fracciones positivas para la reacción de fenol-ácido sulfúrico para hidratos 
de carbono (F1 y F2) fueron recolectadas y liofilizadas, a fin de calcular su 
rendimiento y el porcentaje de hidratos de carbono (Tabla 4.1). 
 
Tabla 4.1: Análisis de las fracciones F1 y F2 obtenidas por cromatografía en la 
columna con Bio-Gel P-2 del producto S3 de las s-EPS de cultivos en medio 
completo. 
 
Fracción 
Rendimiento  
(mg/100 mg totales) 
Hidratos de carbono 
(%) 
F1 7,5 1,18 
F2 2,4 0,4 
 
La fracción F1 fue elegida en los siguientes ensayos por ser la que presentó 
mayor rendimiento y mayor porcentaje de hidratos de carbono.  
Por otro lado, ante la sensible disminución de masa del producto luego del 
desalado, se omitió este procedimiento para los extractos de los medios f/2-N y 
f/2-P que contaban con una masa inicial total de 20-30 mg de cada uno. 
Tanto la fracción F1 del medio completo como los extractos S3 de los medios 
f/2-N y f/2-P se denominaron en los ensayos subsiguientes como s-EPSc (medio 
completo f/2), s-EPS-N (medio carente de nitrógeno) y s-EPS-P (medio carente de 
fósforo). 
 
4.1.2. Composición de hidratos de carbono y proteínas 
El porcentaje de hidratos de carbono y de proteínas de las s-EPS del medio 
completo y los carenciados obtenido a los 10 días de iniciado el cultivo se muestra 
en la Tabla 4.2.  
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Tabla 4.2: Contenido de proteínas, hidratos de carbono y relación de hidratos de 
carbono: proteínas de las s-EPS de H. luciae obtenidas a los 10 días de cultivo. 
Los contenidos se expresan como media ± DS (n= 3). 
 
 s-EPSc s-EPS-N s-EPS-P 
Proteínas (%) 2,28 ± 0,9 1,12 ± 0,1 1,03 ± 0,4 
Hidratos de carbono (%) 0,97 ± 0,3 2,16 ± 0,7 3,22 ± 1,1 
Hidratos de carbono:proteínas 0,42 ± 0.1 1,92 ± 0.6 3,12 ± 1.2 
 
Las s-EPS-N y s-EPS-P presentaron una mayor relación hidratos de carbono: 
proteínas (Tabla 4.2) como consecuencia de un aumento de los hidratos de 
carbono en los medios carenciados (véase ítem 2.4.3), junto con una disminución 
de casi 50 % en el contenido de proteínas. 
 
4.1.3. Composición de monosacáridos 
La Tabla 4.3 muestra la composición de monosacáridos de las s-EPSc, s-
EPS-N y s-EPS-P obtenida por CG y posterior confirmación de la identidad de los 
monosacáridos por cromatografía gaseosa-espectrometría de masa (CG-MS) 
utilizando los patrones correspondientes. 
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Tabla 4.3: Composición en monosacáridos (mol %) de las s-EPSc, s-EPS-N y s-
EPS-P de H. luciae. Los porcentajes molares se expresan como media ± DS (n=2). 
 s-EPSc s-EPS-N s-EPS-P 
Ram 2 ± 0,8 17 ± 3,2 3 ±1,3 
Fuc 4 ± 1,4 16 ± 4,5 4 ± 0,6 
Ara 2 ± 0,4 Tr 11 ± 0,6 
Xil  8 ± 5,4  4 ± 2,4 4 ± 2,2 
3-MeXil 10 ± 4,4 - - 
2,3-Me2Xil Tr - - 
3,5-Me2Xil Tr - - 
Man  7 ± 1,7 11 ± 2,1  12 ± 0,04 
Gal 15 ± 2,8 34 ± 3,5 55 ± 2,9 
Glc 52 ± 9,5 18 ± 2,8 11 ± 1,1 
Abreviaturas: Ram= Ramnosa; Fuc= Fucosa; Ara= Arabinosa; Xil= Xilosa; 3-
MeXil= 3-O-metilxilosa; 2,3-Me2Xil= 2,3- di-O-metilxilosa; 3,5- Me2Xil= 3,5- 
di-O-metilxilosa; Man= Manosa; Gal= Galactosa; Glc= Glucosa; tr= traza (< 1 
mol %). 
 
La hidrólisis ácida de las s-EPSc de H. luciae rindió glucosa como el 
monosacárido más abundante, mientras que la galactosa fue el monosacárido 
mayoritario en los hidrolizados de las s-EPS-N y s-EPS-P. Consecuentemente, la 
relación galactosa: glucosa en los diferentes s-EPS fue 1:3,5 para el medio 
completo 1:0,5 y 1:0,2 para los medios carenciados en N y P, respectivamente. 
Conjuntamente con el aumento del porcentaje molar de galactosa en los medios 
carenciados, se observó mayor proporción de manosa, al mismo tiempo que un 
mayor contenido de ramnosa y fucosa en el s-EPS-N, y de arabinosa en el s-EPS-
P.  
Después del análisis de CG-MS, algunas señales del medio completo se 
identificaron como mono-y di-O-metil xilosas (3-O-metilxilosa, 2,3-di-O-
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metilxilosa y la 3,5-di-O-metilxilosa). No se detectaron aminoazúcares en las s-
EPS de ninguno los tres medios de cultivo. 
 
4.1.4. Análisis por UV-MALDI-TOF MS de las s-EPS 
El análisis de las s-EPS por MALDI-TOF MS reveló diferencias en los 
espectros de los productos obtenidos bajo las diferentes condiciones de cultivo.  
La matriz utilizada en los espectros de los s-EPS fue una mezcla de DHBA: SA 
(véase Métodos experimentales, ítem 5.24). El espectro de s-EPSc (Figura 4.2) 
exhibe intervalos de m/z de 162 unidades, consistente con residuos de hexosas en 
el rango molecular desde m/z 691,5 hasta 2960,4. 
 
Figura 4.2: Espectro de masa MALDI de las s-EPSc liberadas por H. luciae. a) 
Señales detectadas correspondientes a hexosas en rangos moleculares m/z altos 
(m/z 1.037,6–2.960,4); b) Señales detectadas correspondientes a hexosas en 
rangos moleculares m/z bajos (m/z 691,5–1111,7), los intervalos de m/z 162 son 
indicados con triángulos y círculos blancos y negros. 
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Los espectros de MALDI de las s-EPS-N (Figura 4.3) presentan solamente dos 
señales en la región de mayores pesos moleculares (m/z 1806,5 y 1968,6) con 
intervalos de m/z 162 (Figura 4.3 recuadro). En la zona de pesos moleculares más 
bajos (región de m/z 605,8-1002,3) aparecen algunos intervalos de m/z 132 y m/z 
146, consistentes con residuos de pentosas y de desoxihexosas, respectivamente 
(Figura 4.3).  
 
 
Figura 4.3: Espectro de masa MALDI de las s-EPS-N liberadas por H. luciae. Se 
detectaron en el rango m/z de bajo peso molecular (605,8-1002,3) las fracciones 
que contienen pentosas y desoxi hexosas. En el recuadro se observan las señales 
de hexosas detectadas en un rango m/z molecular alto (1806,5-1968,6). Se marcan 
los intervalos de m/z 132 (triángulos negros), 146 (círculos blancos) y 162 
(estrellas blancas).  
 
En el caso del espectro de las s-EPS-P se detectaron tres señales de mayor 
intensidad en m/z 1053,4, 1175,8 y 1191,8 (Figura 4.4). A diferencia de los 
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espectros de la Figura 4.2 y 4.3, no se detectaron intervalos correspondientes a 
residuos de pentosa ni de hexosa. 
 
Figura 4.4: Espectro de masa MALDI de las s-EPS-P liberadas por H. luciae. 
 
4.2. Análisis de las extracciones acuosas a partir de células de H. luciae 
 
4.2.1. Cromatografía de permeación en gel 
Los extractos acuosos obtenidos por extracción secuencial a temperatura 
ambiente (RTW) y a 100 ºC (W 100.1) (véase Métodos experimentales, ítem 
5.16.2) de células cultivadas en el medio completo f/2, fueron desalados utilizando 
la cromatografía de permeación en gel (Figura 4.5).  
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Figura 4.5: Perfil de elución de (a) RTW en columna empacada con Bio-Gel P-2 
y (b) W 100.1 en Sephadex G-10. La llave indica el rango de ml donde se 
detectaron sales. La flecha indica el V0. 
 
El análisis de las fracciones provenientes de la cromatografía de permeación en 
geles se resume en la Tabla 4.4. 
 
Tabla 4.4: Análisis de las fracciones RTW y W 100.1 obtenidas por 
cromatografía de permeación en geles con una columna empacada con Bio-Gel P-
2 para RTW y Sephadex G-10 para W 100.1. 
 
 
Fracción 
Rendimiento  
(mg/100 mg totales) 
Hidratos de 
carbono (%) 
RTW F1 11,5 3,1 
 F2 41,3 0,9 
W 100.1 F1 7,4 6,9 
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Si se tiene en cuenta el rendimiento en masa en el producto RTW, la fracción 
F2 presenta el mayor rendimiento, relacionado con la contaminación con sales 
(Figura 4.5a, Tabla 4.4). Por otro lado, en la fracción de mayor peso molecular 
(F1) se presentó un mayor porcentaje de hidratos de carbono respecto a la de 
menor peso molecular (F2) (Tabla 4.4). 
La cromatografía de permeación en gel de W 100.1 sólo resolvió una única 
fracción positiva para hidratos de carbono (Figura 4.5b) con un porcentaje de 
alrededor de 7 % (Tabla 4.4). 
Para las determinaciones subsiguientes se utilizaron la fracción F1 de RTW y 
el producto W 100.1 sin fraccionar. 
Debido al bajo rendimiento obtenido luego de desalar las muestras RTW y W 
100.1, el extracto W 100.2 no fue sometido a este proceso (véase Métodos 
experimentales, Figura 5.7). 
 
4.2.2. Composición de monosacáridos 
La composición de monosacáridos del extracto acuoso RTW (Tabla 4.5) 
presentó un contenido mayoritario de glucosa seguido de pequeños porcentajes 
molares de galactosa, fucosa y manosa.  
En el caso de W 100.1 se observó un incremento en el porcentaje molar de 
fucosa y galactosa, y una disminución del de glucosa. Esta tendencia se repite y 
acentúa en W 100.2, donde el porcentaje molar de glucosa se reduce 
aproximadamente tres veces respecto del de la fracción RTW. 
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Tabla 4.5: Monosacáridos constituyentes (mol %) de los extractos acuosos 
obtenidos de células de H. luciae cultivadas en medio f/2. Los datos se expresan 
como media ± DS (n=2). Se indica con tr a trazas (< 1 mol %). 
 
 RTW W 100.1 W 100.2 
Ram Tr 4 ± 0,5  6 ± 0,6 
Fuc 8 ± 0,5 26 ± 2,1 28 ± 1,4 
Ara Tr -  6 ± 0,6 
Xil 4 ± 0,9 3 ± 0,5  8 ± 0,2 
Man 7 ± 2,2 9 ± 2,4 11 ± 1,4 
Gal 15 ± 1,5 21 ± 0,6 21 ± 1,1 
Glc 66 ± 3,1 37 ± 0,3 20 ± 0,1 
 
4.2.3. Análisis por UV-MALDI-TOF MS de los extractos acuosos 
Los extractos RTW y W 100.1 fueron analizados por MALDI MS (véase 
Métodos experimentales, ítem 5.24.1) utilizando como matriz una mezcla de 
DHBA: SA (Figura 4.6).  
 
Figura 4.6: Espectro de MALDI de los extractos (a) RTW y (b) W 100.1 
obtenidos a partir de células de H. luciae cultivadas en medio f/2. 
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En ambos espectros se detectaron únicamente intervalos de m/z 162 
consistentes con residuos de hexosas (Figura 4.6) en el rango molecular de m/z 
1175,9-3106,0 para RTW y de 1176,6-3286,5 para W 100.1. 
Teniendo en cuenta que RTW estaba compuesto mayoritariamente por glucosa, 
se puede asumir que, aunque la espectrometría de masa MALDI-TOF no permite 
identificar monosacáridos, los intervalos de m/z 162 sugieren el perfil de un 
glucano. 
El grado de polimerización (DP), el n y el w fueron calculados para los 
extractos acuosos RTW y W 100.1 (Tabla 4.6). 
 
Tabla 4.6: Pesos moleculares promedio obtenidos por MALDI MS de los 
extractos RTW y W 100.1 de H. luciae cultivada en medio f/2. 
 n w DPmax
a 
DPn
b
 DPrango 
RTW 1769 1893 9 13 7-19 
W 100.1 2255 2120 11 14 7-20 
 
a
DP correspondiente al ion más abundante. 
b
DP promedio calculado considerando todos los iones observados. 
 
4.2.4. Análisis estructural de RTW por metilación  
A fin de confirmar la presencia de un glucano en RTW, se llevó a cabo el 
análisis estructural por metilación (Tabla 4.7).  
Cabe destacar que la crisolaminarina, el glucano de reserva de las diatomeas, es 
soluble en agua. 
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Tabla 4.7: Composición de monosacáridos (mol %) de los productos RTW-m1 y 
RTW-m2 producidos por metilación y posterior hidrólisis del extracto F1RTW de 
H.luciae. Los datos se expresan como media ± DS (n=2). 
 
Monosacárido Unión glicosídica deducida RTW-m1
 
RTW-m2 
2,3,4,6-Me4Glc Terminal 22,2 ± 1,1 21,8 ± 1,4 
2,4,6-Me3Glc 13 22,7 ± 0,5  47,4 ± 3,9 
4,6-Me2Glc
 
13 
2-substitutido 
10,2 ± 1,8
 
10,4 ± 1,7 
2,4-Me2Glc 13 
6- substituido 
8,3 ± 2,2 12,7 ± 2,3 
Glc  36,4 ± 2,3 8,5 ± 2,9 
 
Abreviaturas: 2,4-Me2Glc=1,3,5,6-tetra-O-acetil-2,4-di-O-metilglucitol; 4,6-
Me2Glc= 1,2,3,5-tetra-O-acetil-4,6-di-O-metilglucitol; 2,4,6-Me3Glc = 1,3,5-tri-
O-acetil-2,4,6-tri-O-metilglucitol; 2,3,4,6-Me4Glc=1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-
O-metilglucitol. 
 
El análisis por metilación confirmó la presencia de un (13)-β-D-glucano con 
ramificación en C-6 y en C-2 (Tabla 4.7). La disminución sustancial del 
porcentaje molar de glucosa no metilada en un primer paso de metilación (RTW-
m1) (de 36 a 8 %) sólo fue posible luego de un segundo paso de metilación 
(RTW-m2). 
Ante el bajo rendimiento obtenido luego de este segundo paso de metilación 
(10,5 mg), se optó por no continuar con un tercer intento de metilación. La 
relación de la glucosa terminal tetrametilada de RTW-m2 (21,8 %) con respecto al 
resto de las unidades (78,2 %) indica que la cadena principal de glucano está 
sustituida aproximadamente cada cuatro residuos, con una relación de 4,6-
Me2Glc:2,4-Me2Glc cercana 1:1. El grado de ramificación (DB) obtenido fue de 
aproximadamente 0,28. 
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4.3. Análisis de las células de H. luciae 
 
4.3.1. Composición de hidratos de carbono y proteínas 
El contenido de proteínas e hidratos de carbono totales de las células de H. 
luciae cultivadas en medio f/2, f/2-N y f/2-P fue analizado cosechando las células 
los días 5, 10, 15, 25 y 35 correspondientes a las distintas fases de crecimiento 
(véase Métodos experimentales, ítems 5.19 y 5.20). 
En cuanto a los hidratos de carbono totales, se observó un aumento 
significativo en los cultivos carenciados respecto del control en la exponencial 
tardía (Figura 4.7). 
 
Figura 4.7: Hidratos de carbono de células H. luciae crecidas en medio f/2 
(negro), f/2-N (blanco) y f/2-P (gris). Los asteriscos indican diferencias 
significativas (un asterisco, P < 0,05; dos asteriscos, P < 0,01) respecto del control 
para cada día. Las letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0,05) en 
la composición de hidratos de carbono de las células cultivadas en medio f/2 entre 
los distintos días. 
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Luego de un pico máximo a los 10 días de cultivo (tanto para f/2-N como para 
f/2-P), se detectó una reducción en el contenido de hidratos de carbono con el 
tiempo, sobre todo en las células cultivadas en f/2-N. 
En el caso de las células cultivadas en el medio completo, el contenido máximo 
de hidratos de carbono fue registrado a partir de la fase estacionaria tardía (días 
15-35) (P > 0,05) (Figura 4.7). 
Las células de los medios f/2-N y f/2-P muestran una relación hidratos de 
carbono: proteínas significativamente mayor a partir de la fase exponencial tardía 
hasta la estacionaria tardía respecto del medio completo (Figura 4.8), como 
consecuencia de una disminución en el contenido de proteínas de los medios 
carenciados respecto del medio completo, siendo de 3-17 veces menor para f/2-N 
y de 3-6 veces menor para f/2-P. En el control esta relación se mantiene 
prácticamente constante, excepto por una pequeña disminución a los 10 días. 
 
Figura 4.8: Relación hidratos de carbono: proteínas en células H. luciae crecidas 
en medio f/2 (negro), f/2-N (blanco) y f/2-P (gris). Los asteriscos indican 
diferencias significativas (P < 0,01) respecto del control para cada día. 
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4.3.2. Monosacáridos componentes de las células hidrolizadas 
En la Tabla 4.8. se indica la composición de monosacáridos de las células 
hidrolizadas (véase Métodos experimentales, ítem 5.21.1) luego de ser 
cultivadas durante 10, 20 y 30 días en medio f/2, y 10 días en medio f/2-N y f/2-P. 
 
Tabla 4.8: Composición de monosacáridos (% molar) de los extractos obtenidos 
de la hidrólisis de las células de H.luciae cultivadas en medio f/2, f/2-N y f/2-P. 
Los asteriscos (*) indican diferencias significativas (P <0,05) respecto de f/210d. 
Los datos se expresan como media ± DS (n=3). Se indica con tr a trazas (< 1 mol 
%). 
 
Monosacárido  f/210d
a 
f/220d
b 
f/230d
c 
f/2-N
d
 f/2-P
d
 
Ram 2,1 ± 0,4 3,4 ± 0,4 4,1 ± 0,4 Tr 2,1 ± 1,4 
Fuc 15,2 ± 1,3 11,5 ± 1,5 12,5 ± 1,6 2,2 ± 0,1*   2,5 ± 0,9* 
Ara tr - - Tr - 
Xil tr 1,9 ± 1,2 - Tr 17,5 ±2,3* 
Man 3,2 ± 0,9 2,4 ± 0,8 4,8 ± 1,5 Tr 8,9 ± 4,1 
Gal 34,6 ± 1,1 21,5 ± 0,4* 16,1 ± 0,1* 2,9 ±0,9*   6,2 ± 0,5* 
Glc 43,9 ± 0,8 58,9 ± 0,9* 62,5 ±0,5* 94,9 ±0,3*  62,8 ± 1,3* 
a
Células cultivadas en medio f/2 y cosechadas el día 10. 
b
Células cultivadas en medio f/2 y cosechadas el día 20. 
c
Células cultivadas en medio f/2 y cosechadas el día 30. 
d
Células cosechadas en el día 10.  
 
Para el mismo tiempo de cosecha (10 días), se detectaron porcentajes molares 
significativamente mayores (P < 0,05) de glucosa y menores (P < 0,05) de 
galactosa y fucosa en las células crecidas en los medios f/2-P y f/2-N con respecto 
a las cultivadas en el medio f/210d (Tabla 4.8). El porcentaje molar de la xilosa fue 
mayor (P < 0,05) en las células de medio f/2–P respecto de los otros dos medios, 
que solo exhibieron trazas de este monosacárido. En el caso de las células f/220d y 
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f/230d, se observó un incremento significativo (P <0,05) en el porcentaje molar de 
glucosa y una disminución significativa (P <0,05) en el de galactosa cuando se 
comparó con células f/210d (Tabla 4.8). 
 
4.3.3. Análisis por UV-MALDI-TOF MS de las células enteras 
Para el estudio de los efectos de la carencia de macro nutrientes sobre los 
perfiles de polisacáridos se realizó el análisis por espectrometría de masa MALDI 
de las células de H. luciae crecidas durante 15 días en medio f/2, f/2 -N y f/2-P 
(Figura 4.9). La matriz utilizada fue CHCA. 
 
Figura 4.9: Espectro de MALDI de las células de H. luciae cultivadas 15 días en 
diferentes medios de cultivo. (a) f/2 (control), (b) f/2-N y (c) f/2-P.  
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En todos los medios de cultivo, los espectros de MALDI de las células 
presentaron intervalos de m/z 162 (Figura 4.9). Las células que crecieron en 
medio completo exhibieron señales en el rango molecular de m/z 4256,6-6363,9 
(Figura 4.9a). En las células crecidas en f/2-N se detectó la mayor abundancia de 
señales en el rango de m/z 2473,5-7011,4 (Figura 4.9b), mientras que las células 
f/2-P presentaron señales en el rango m/z 4906,1-7660,3 (Figura 4.9c).  
 
Tabla 4.9: Pesos moleculares promedio obtenidos por espectrometría de masa 
MALDI de células de H. luciae cultivadas en distintos medios de cultivo y 
cosechadas a diferentes tiempos creciendo en medio f/2. 
 
 n w DPmax
c DPn
d
 DPrango 
   Medio de cultivo 
a
      
f/2 5192 5243 32 32 26-38 
f/2-N 4921 5062 34 30 15-43 
f/2-P 5983 6073 38 38 27-47 
Edad de cultivo 
b
      
 5  3936 4223 19 27 14-38 
10  4666 4931 32 29 15-40 
15  4703 5104 32 29 13-42 
25  5187 5267 32 32 23-41 
35  4973 5221 32 30 14-44 
      
a
 Las células de H. luciae crecieron durante 15 días. 
b
 Células cultivadas en medio f/2. 
c
 Grado de polimerización (DP) correspondiente al ion más abundante. 
d 
DP= promedio considerando todos los iones observados respecto del promedio 
pesado. 
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El n y el w de los polisacáridos de las células del medio completo fue menor 
respecto a aquellas crecidas en medio f/2-P y similar al de f/2-N (Tabla 4.9). 
La abundancia relativa de los iones observados en el espectro de MALDI 
señaló que el perfil de los polisacáridos sobre todo del medio f/2-P se desplaza 
hacia pesos moleculares mayores respecto al perfil obtenido para células de medio 
completo, indicando un mayor grado de polimerización (DP) para este medio. Los 
resultados indicaron una variación más pequeña para f/2-N luego de 15 días de 
cultivo respecto del medio completo (Figura 4.10). 
 
Figura 4.10: Distribución del grado de polimerización de los polímeros de las 
células de H. luciae cultivada en medio f/2 (círculos negros), f/2-N (cuadrados 
blancos) y f/2-P (triángulos blancos). Para el cálculo de la abundancia relativa se 
representó como unidad al ion de mayor intensidad. 
 
Es interesante destacar que la proporción de oligómeros de bajo peso molecular 
en el medio f/2-N es mayor que en el control y en f/2-P (Figura 4.10), dando un 
rango de DP de 15-43 (Tabla 4.9). 
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Como el envejecimiento de los cultivos acompaña al agotamiento de los 
nutrientes, se hicieron paralelamente experiencias utilizando células cultivadas en 
medio completo f/2 cosechadas a diferentes tiempos finales (Figura 4.11). 
 
Figura 4.11: Espectro de MALDI de las células de H. luciae crecidas en medio 
f/2 y cosechadas a (a) 5, (b) 10, (c) 15, (d) 25 y (e) 35 días.  
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Los análisis de MALDI-TOF de las células muestran en todos los casos 
intervalos de m/z de 162 unidades (Figura 4.11). La matriz utilizada fue SA 
(véase Métodos experimentales, ítem 5.24). 
En el día 5 (fase exponencial temprana) se detectaron dos distribuciones de 
señales, una correspondiente a oligómeros de bajo peso molecular con m/z 
2312,5-4420,7 y la otra, a oligómeros de mayor peso molecular con m/z 4582,7-
6040,7 (Figura 4.11a), con mayor intensidad de los iones dentro del primer 
grupo. En el día 10 (fase exponencial tardía) también se observaron estos dos 
grupos de señales, pero la señal de mayor intensidad correspondía a oligómeros de 
mayor peso molecular con m/z 4094,5-6525,0 (Figura 4.11b). Los días 15 (fase 
estacionaria temprana), 25 y 35 (fase estacionaria tardía) presentaron una 
campana con predominio de señales correspondientes a oligómeros de mayor peso 
molecular (día 15: m/z 4419,8-6849,7; día 25: m/z 3769,5-6688,9; día 35: m/z 
2130,4-7176,0) (Figura 4.11c-e). 
En células cosechadas a los 5 y 10 días se observaron señales de elevada 
intensidad de m/z 2751,3 y 2751,5, respectivamente (Figura 4.11a-b), 
disminuyendo a medida que aumentaba la edad de cultivo. 
La Tabla 4.9 muestra el desplazamiento gradual del perfil hacia mayores pesos 
moleculares a medida que las células se encontraban en fases más avanzadas de 
crecimiento.  
El gráfico de la Figura 4.12 evidencia que la bimodalidad del espectro va 
desdibujándose gradualmente hasta finalmente desaparecer después del día 15. 
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Figura 4.12: Distribución del grado de polimerización de los polímeros de las 
células de H. luciae cultivadas 5 (círculos negros), 10 (círculos blancos), 15 
(triángulos negros), 25 (triángulos blancos) y 35 (cuadrados negros) días. La 
abundancia relativa se basó en el polímero que presentaba el ion de mayor 
intensidad, representado como una unidad en la curva. 
 
4.3.4. Monosacáridos componentes y análisis por UV-MALDI-TOF MS de 
células congeladas 
La Figura 4.13 muestra el espectro de masa UV-MALDI-TOF de células 
cultivadas en el medio completo, cosechadas a los 15 días, luego congeladas y 
liofilizadas.  
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Figura 4.13: Espectro de MALDI de las células de H. luciae congeladas y 
liofilizadas crecidas en medio f/2 y cosechadas a los 15 días. Matriz: mezcla de 
DHBA:CHCA. 
 
Al igual que en los espectros de las células frescas de 15 días, se observaron 
intervalos de m/z de 162 (Figura 4.13). En las células congeladas aparecieron 
oligómeros de menor peso molecular con m/z 1482,4-5070,1 con DPn de 20 y 
DPrango de 9-31. A su vez, los valores de n y w fueron 2728,7 y 3132,4 
respectivamente, menores que los correspondientes a las células frescas (Tabla 
4.9). 
Debido a la diferencia en DP, n y n de los perfiles de MALDI de las células 
congeladas respecto de las células sin congelar, el análisis de la composición de 
monosacáridos fue fundamental para corroborar la presencia de oligómeros 
provenientes de la crisolaminarina (Tabla 4.10). 
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Tabla 4.10: Composición de monosacáridos (% molar) de la hidrólisis de las 
células congeladas de H. luciae cultivadas en medio f/2. Los contenidos se 
expresan como media ± DS (n=3). Se indica tr para trazas (< 1 mol %). 
 
 % molar 
Ram 1,5 ±0,4 
Fuc 29,1 ± 0,6 
Ara tr 
Xil 4,6 ± 0,4 
Man 12,4 ± 1,8 
Gal 28,7 ± 4,1 
Glc 23,7 ± 1,8 
 
A partir del análisis de composición de monosacáridos realizado sobre células 
congeladas se corroboró una mayor abundancia de fucosa, galactosa y manosa. 
Esta composición fue diferente a la realizada sobre las células frescas (Tabla 4.8), 
donde la glucosa fue el monosacárido dominante, revelando que el material 
hidrolizado incluiría monómeros de polisacáridos de los frústulos junto con 
oligómeros de crisolaminarina. 
 
4.3.5. Detección de (13)-β-D-glucanos con azul de anilina 
Células crecidas durante 10 días en medio f/2 y f/2-P exhiben una franja de 
fluorescencia en las bandas del cíngulo cuando se tiñen con azul de anilina 
(Figura 4.14), indicador de la presencia de calosa. En los medios carenciados se 
detectaron vesículas fluorescentes de (13)-β-D-glucanos, que dada su ubicación 
intracelular se asignaron a vacuolas de crisolaminarina (Figura 4.14 a-b). Se 
observó autofluorescencia de la clorofila con excitación en el azul las células 
cultivadas en los distintos medios (Figura 4.14 c-d). 
Sección 2                                                                                                   Resultados 
116 
 
Figura 4.14: Células de H. luciae cultivadas durante 10 días en medio f/2 (a y c) y 
f/2–P (b y d) teñidas con azul de anilina. a-b) Imágenes con fluorescencia con 
filtro UV indican la presencia de un (13)-β-D-glucano (flechas blancas) y c-d) 
con filtro azul donde se ve la autofluorescencia de la clorofila (flechas negras). 
Escala= 10 μm. 
 
En las células cultivadas durante 20 días aparecieron vacuolas fluorescentes de 
(13)-β-D-glucano en los tres medios de cultivo (Figura 4.15).  
 
 
Figura 4.15: Células de H. luciae cultivadas durante 20 días en medio f/2 (a y d), 
f/2–P (b y e) y f/2–N (c y f) y teñidas con azul de anilina. a-c) Imágenes de 
fluorescencia con filtro UV indican la presencia de un (13)-β-D-glucano 
(flechas blancas) y d-f) con filtro azul se observa la autofluorescencia de la 
clorofila (flechas negras). Escala= 10 μm. 
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En el control se observó una vacuola de gran tamaño mientras que en los 
medios carenciados aparecieron varias vacuolas pequeñas, principalmente en el 
medio f/2-N (Figura 4.15). También se detectó fluorescencia en las bandas del 
cíngulo en los medios carenciados (Figura 4.15 b y c). 
 
4.4. Análisis de proteínas totales por electroforesis SDS-PAGE 
 
4.4.1. Obtención de los extractos proteicos 
Los extractos proteicos fueron obtenidos a partir de células de H. luciae 
cultivadas durante 10 días en medio f/2, f/2–P y f/2–N. Las extracciones que se 
realizaron con SDS 2 % (véase Métodos experimentales, ítem 5.25) fueron 
sometidas al análisis de proteínas y de hidratos de carbono (Tabla 4.11). Los 
extractos obtenidos de los medios f/2, f/2–N y f/2–P se denominaron SDSC, SDS-N 
y SDS-P, respectivamente 
 
Tabla 4.11: Contenido de proteínas e hidratos de carbono (μg/100 μg totales) de 
los extractos obtenidos a partir de la solubilización en SDS 2 %. 
 
 SDSC SDS-P SDS-N 
Proteínas  37,8 ± 0,16 13,5 ± 0,57 7,78 ± 0,53 
Hidratos de carbono 26,1 ± 1,2 36,6 ± 0,87 48,6 ± 1,02 
 
4.4.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) 
Las corridas electroforéticas en geles de poliacrilamida SDS-PAGE de los 
productos extraídos con SDS 2 %, dieron como resultado varias bandas (Figura 
4.16). El volumen de siembra de los extractos con SDS 2 % fue de 10 μl. 
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Figura 4.16: Análisis de las proteínas de H. luciae por SDS-PAGE 10 %. Los 
marcadores de peso molecular (MPM) se observan en la primera columna. Las 
proteínas de los extractos SDSc (a), SDS-P (b) y SDS-N (c). Las bandas de 
proteínas fueron visualizadas con la tinción de nitrato de plata. 
 
Las bandas obtenidas en los tres extractos fueron numerosas y similares entre sí 
(Figura 4.16). En el caso de SDS-N se observó una menor intensidad de las 
bandas respecto a las obtenidas para SDSc y SDS-P. 
 
4.4.3. Análisis por HPLC-ESI de proteínas totales 
La caracterización de proteínas de los extractos obtenidos SDSc, SDS-P y SDS-
N fue realizada por HPLC-ESI. Cada uno de los extractos fueron digeridos 
previamente con tripsina (véase Métodos experimentales, ítem 5.27) y 
analizados por un nano HPLC acoplado a un espectrómetro de masa ESI. 
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Para SDSc, SDS-P y SDS-N fueron realizados respectivamente un promedio de 
28400, 24900 y 25200 espectros de masa, donde hubo coincidencia entre los 
péptidos obtenidos luego del corte con tripsina y las proteínas correspondientes 
con un alto nivel de confiabilidad.  
La información brindada por el programa Proteome Discoverer para cada 
proteína encontrada se indica en la Tabla 4.12. 
 
Tabla 4.12: Ejemplo de algunos de los parámetros presentados por el Proteome 
Discover para una proteína. El cuadro inferior muestra las secuencias de péptidos 
encontrados en la muestra que coinciden con la proteína en cuestión. 
 
Código  Descripción 
Nº de 
péptidos 
Nº de 
péptidos 
únicos 
Nº de 
PSM 
Nº 
AA* 
MW 
(kDa)* 
pI* 
Score 
Seq. 
HT 
A0T0F1 
ATP synthase 
subunit alpha, 
chloroplastic= 
Phaeodactylum 
tricornutum 
(strain CCAP 
1055/1)  
5 2 71 505 54,6 5,2 249,6 
 
Confianza Secuencia Modificación 
Nº de 
PSM 
Nº de 
proteínas 
MH
+
 
(Da)* 
High VYGLDQVMSGELLEFED 1 Oxidación 
 
2 3 2087,9 
High VDNIGTVLQVGDGIAR   1 2 1626,8 
High EAYPGDVFYLHSR   3 7 1553,7 
High VGSAAQTKAMKK   1 1 1219,6 
High ATLIVYDDLTK   2 2 1251,6 
 
*Valores teóricos 
 
Al comparar las secuencias peptídicas de alto nivel de confianza con la base de 
datos de diatomeas del programa Proteome Discoverer y Uniprot (UP), se 
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asignaron un total de 371 (SDSc), 141 (SDS-P) y 100 (SDS-N) proteínas. En la 
Tabla 4.13 se detallan las proteínas correspondientes a SDSc.  
Las proteínas asignadas se agruparon teniendo en cuenta su ubicación en los 
distintos compartimentos celulares y su función en las diferentes vías metabólicas 
identificadas. 
Además se detectó la presencia de proteínas que al momento de la escritura de 
esta tesis están clasificadas como proteínas “sin caracterizar” (Uncharacterized) y 
“predichas” (Predicted) (véase Métodos experimentales, ítem 5.27.3). Estas 
sumaron un total de total de 70 para SDSc, 31 para SDS-P y 20 para SDS-N. 
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Tabla 4.13: Proteínas de H. luciae obtenidas luego del tratamiento con SDS 2 % 
del medio completo. Todas las proteínas son reportadas con su nombre, 
identificador del programa UP (UP Id), compartimento celular donde se ubica y 
función.  
 
Nombre de la proteína UP Id/ gen Compartimento Función 
    
FOTOSÍNTESIS Y FIJACIÓN DEL CARBONO 
    
a. Complejo antena    
Proteína –Fucoxantina- 
clorofila a/c (FCP) 
B7FRW2/ Lhcf4 Cloroplasto, tk Complejo antena 
periférico 
B7G955/ Lhcf9   
 B7GBK6/ Lhcf11   
 B7G871/ Lhcf13   
 B8BUU4/ Lhca2   
 B7FSP4/ Lhcr3  Complejo antena 
del FSI 
 B7FQE0/ Lhcr12   
b. Fotosistema I    
P700 apoproteína A1 (
a
,
b
) A0T0L9/ psaA Cloroplasto, tk 
Heterodímero 
PsaA/B CR P700 
P700 apoproteína A2(
b
) A0T0M7/ psaB Cloroplasto, tk Heterodímero 
PsaA/B CR P700 
Proteína Ycf4 A0T0A2/ ycf4 Cloroplasto, tk Ensamblado del FS 
I 
Centro Hierro-Azufre(
a
,
b
) A0T0L2/ psaC Cloroplasto, tk Unión de PsaD y 
PsaE al FSI, 
Subunidad II del CR(
b
) K0RTY0/ psaD Cloroplasto, tk CR del FSI 
Subunidad XI del CR(
a
,
b
) A0T0M6/psaL Cloroplasto, tk CR del FSI 
Proteína de unión a 
Ferredoxina 
A0T0B9/ psaD Cloroplasto, tk CR del FSI 
 A0T0T5/ psaD   
Proteína F(
a
) A0T0M1/ psaF Cloroplasto, tk CR del FSI 
Ferredoxina A0T0N0/ petF Cloroplasto,tk FAce
-
, reducción de 
NADP 
Ferredoxina-NADP 
reductasa 
K0TEQ8/ 
Thaoc_06509 
Cloroplasto, tk ClusterFx NADPH 
reductasa. 
    
c. Fotosistema II    
Proteína del complejo de 
producción de O2 (
b
) 
B7FZ96/ psbO Cloroplasto, tk Complejo de lisis 
del agua 
ProteínaCP43 A0T096/ psbC Cloroplasto, tk CR FSII 
ProteínaCP47 A0T0P5/ psbB Cloroplasto, tk CR FSII 
ProteínaD1 A0T0G9/ psbA Cloroplasto, tk CR P680 FSII 
Proteína D2 A0T097/ psbD Cloroplasto, tk CR P680 FSII 
 A0T0T0/ psbD   
ProteínaY A0T0G0/psbY-A Cloroplasto, tk CR FSII 
ProteínaH A0T0A9/ psbH Cloroplasto, tk CR FSII 
Subunidad  citocromo b559 A0T0A3/ psbE Cloroplasto, tk CRFSII 
Subunidad β citocromo b559 A0T0A4/ psbF Cloroplasto, tk CRFSII 
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Nombre de la proteína UP Id/ gen Compartimento Función 
    
d. Citocromos    
Citocromo b6(
b
) A0T0B8/ petB Cloroplasto, tk Flujo e
-
 entre FSII 
y FSI 
 A0T0T6/ petB Cloroplasto, tk  
Apocitocromo f(
b
) A0T0R9/ petA Cloroplasto, tk Flujo e
-
 entre FSII 
y FSI 
    
e. Complejo ATP sintetasa    
Subunidad b del CF0 A0T0E9/ atpF Nd Síntesis de ATP 
 A0T0E8/ atpG Cloroplasto, tk  
Subunidad  del CF1 E7BWI9/ atpA Cloroplasto, tk Síntesis de ATP 
 B8LER1/ atpA Cloroplasto, tk  
 A0T0F1/ atpA Cloroplasto, tk  
 B7G531/Atp1 Nd  
Subunidad β del CF1 B7FS46/ atpB Nd Síntesis de ATP 
 B5YP88/ 
Thaps_41256 
Nd  
 A0T0D2/ atpB Nd  
 B8LET6/ 
Thapsdraft_bd1563 
Nd  
Subunidad δ del CF1 E7BWI8/ atpD Cloroplasto, tk Síntesis de ATP 
Subunidad ε del CF1 A0T0D1/ atpE Cloroplasto, tk Síntesis de ATP 
Subunidad  del CF1 (c) B7G0M9/atpC Nd Síntesis de ATP 
    
f. Fijación de carbono    
RUBISCO subunidad 
grande(
c
) 
A8DP56/ rbcL Cloroplasto, str Fijación de C 
 Q9TK52/ rbcL   
RUBISCO subunidad 
pequeña 
E7BWI0/ rbcS Cloroplasto, str Fijación de C 
Proteína CBBX activasa de 
la RUBISCO 
A0T0U6/ cbbX Cloroplasto, str Modulación de la 
Rubisco 
 K0RTY6/ cbbX Cloroplasto, str  
GA3P deshidrogenasa B7G5Q1/ GapC1 Cloroplasto   
Fosfoglicerato quinasa(
d,e
) B5YN92/ 
Thaps_270304 
Cloroplasto G3P ↔ 1,3BP 
Precursor de piruvato 
carboxilasa (
d
) 
B7GA98/Pyc2 Cloroplasto Pyr → OAA 
    
g. Síntesis de pigmentos y degradación de proteínas 
    
Hidroximetilbilano sintasa B7FWY2/hemC Nd Síntesis de 
tetrapirroles 
Mg-protoporfirina IX 
quelatasa 
A0T0B5 /chlI Cloroplasto Síntesis de clorofila 
 E7BWC5/ chlI   
 B8BQ15/chlH1   
Proteasa (ATP dependiente)  A0T0K8/clpC Cloroplasto Proteasa 
    
Zn Proteasa (ATP 
dependiente) 
A0T0S3/ ftsH Cloroplasto Reparación del 
FSII 
 A0T0F2/ ftsH   
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Nombre de la proteína UP Id/ gen Compartimento Función 
    
FOTORRESPIRACIÓN Y ESTRÉS 
    
Glicolato oxidasa (
c,d,e
)  B7FUG8/ 
Phatrdraft_50804 
Mitocondria Oxidación de 
glicolato a 
glioxilato 
Serinahidroximetil 
transferasa(
e
) 
B7FQ66/Shmt2 Mitocondria? Decarboxilación y 
desaminación de 
glicina a serina. 
Fotorrespiración 
 B5YLQ7/ 
Thaps_269942 
  
Ascorbato peroxidasa (
e
) B7G384/ APX1 Nd Oxidación del 
ascorbato en estrés 
oxidativo 
Proteína Heat shock 70 B8C635/ hsp70 Nd Respuesta al estrés 
 B7FQ84/ hsp70A   
 B8BWB9/ hsp70_4   
Isocitrato liasa (
d
)  B7G518/ 
PhaTrdraft_51088 
Peroxisoma? IsoCit→Glioxilato
+ Suc 
    
METABOLISMO DE HIDRATOS DE CARBONO 
    
a. Glucólisis    
    
Fructosa-1,6-bisfosfato 
aldolasa, Clase II(
d,e
) 
K0SPN2/Thaoc_1
2069 
Citoplasma? 
 
FBP ↔ GAP 
GAP deshidrogenasa(
d,e,f
) B7FSI3/ GapC3 Mitocondria? GAP ↔BPG 
 B8C247/ GapC3 Citoplasma  
 K0SY05/ 
Thaoc_07275 
  
Triosa fosfato isomerasa(
d,e
) K0R9F3/ 
Thaoc_35826 
Citoplasma? GAP ↔ DHAP 
Fosfoglicerato quinasa(
d,e
) B7G5G4/ 
PhaTrdraft_29157 
Nd 3PG ↔ BPG 
 B8LCF8/PGK5 Citoplasma  
Piruvato quinasa (
d,e
) B8BZT7/Pyk2 Citoplasma PEP → Pyr 
Fosfoglicerato mutasa B7FU06/Pgam_6 Nd 2PG↔3PG 
-enolasa (f) B8BZT5/Eno1 Mitocondria 2PG ↔PEP 
 B8C355/Eno2 Cloroplasto?  
    
b. CAT    
    
Piruvato deshidrogenasa 
componente E1 sub.(d) 
B7GAB0/ 
PDHA1 
Mitocondria Pyr→AcCoA 
    
Dihidrolipoamida 
succiniltransferasa 
B7GBE7/ 
PhaTrdraft_40430 
Mitocondria 2KG → sucCoA 
NADH deshidrogenasa K0SM96/ 
Thaoc_20181 
Mitocondria Cadena respiratoria 
Succinato deshidrogenasa B7GA40/SDH2 Mitocondria Succinato ↔ 
Fumarato 
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Nombre de la proteína UP Id/ gen Compartimento Función 
    
c. OPP (Vía oxidativa de la pentosa fosfato)  
    
Transaldolasa (
d
) B5Y3S6/ 
Phatr_28222 
Citoplasma SH7-P + GAP ↔ 
E4P + F6P 
    
Transcetolasa(
d
) B7FUU0/ Tkl Cloroplasto? SH7-P + GAP ↔ 
RI5P + XU5P 
 B8BTR4/ Tkl2 Citoplasma  
d. Síntesis de crisolaminarina y monosacáridos 
    
GDP-manosa-4,6-
deshidrogenasa 
B8C1P6/ GMD1 Citoplasma Síntesis de novo de 
fucosa 
UDP-Glucosa-pirofosforilasa 
/ fosfoglucomutasa 
B7GE51/ 
Ugp/Pgm 
Nd G1P ↔ UDPglc 
UDP-Glucosa-6-
deshidrogenasa 
B5Y5J6/ 
UGDH1 
Nd Síntesis de arabinosa, 
xilosa y 
glicosilaminoglicanos 
 
METABOLISMO DE LÍPIDOS 
    
Proteína de biosíntesis de 
sulfolípidos 
B8C7K5/SQDB1 Nd Síntesis de lípidos 
 
Acetil-CoAcarboxilasa B5YMF5/ACC Nd ACoA→ 
MalonilCoA 
 B7G7S4/ACC1 Nd  
Metilmalonil-CoAmutasa B8BZW3/Mcm1 Nd MetilmalonilCoA
↔sucCoA 
Propionil-CoAcarboxilasa B7GCL6/ 
PhaTrdraft_51245 
Mitocondria? PropionilCoA→ 
MetilmalonilCoA 
    
METABOLISMO DEL N Y PROTEÍNAS 
    
a. Síntesis y degradación de aminoácidos    
    
Glutamino sintetasa B7G6Q6/ GLNA Citoplasma? Asimilación NH4
+
 
 B8CFZ9/GLNA   
Glutamato sintetasa 
dependiente de Ferredoxina 
B7GAZ5/Gltx Cloroplasto? Glutamato↔ 
Glutamina + 
oxoglutarato 
    
Fosfo-2-dehidro-3-
desoxiheptonato aldolasa 
B7FRJ9/ AroA Citoplasma? Síntesis de aa. 
Aromáticos 
Adenosil homocisteinasa B7FT14/ 
PhaTrdraft_18319 
Citoplasma? Síntesis cisteína 
Proteína P del sistema de 
clivaje de la glicina  
K0QZL5/ 
Thaoc_36273 
Mitocondria Degradación de 
glicina 
 B7G5Z8/Gdcp   
Aminometil transferasa B8C809/ GDCT Mitocondria Catabolismo de 
glicina. 
    
b. Ciclo de la urea    
Carbamoil-fosfato sintetasa B8BZG0/ 
ThaPsdraft_40323 
Citoplasma Síntesis de arginina 
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Nombre de la proteína UP Id/ gen Compartimento Función 
    
Carbamoil-fosfato sintetasa, 
CPS III. 
B7GEG8/ 
PhaTrdraft_24195 
Mitocondria Metabolismo de 
glutamina. Síntesis 
de novo de 
pirimidinas 
c. Síntesis de proteínas, modificaciones post-traducción  
  
Factor de elongación Tu A0T0K6/ tufA Cloroplasto Unión del aa-tARN 
al sitio A del 
ribosoma durante la 
síntesis de 
proteínas 
 A0T100/ tufA   
Proteína chaperona 60 kDa 
(
c
) 
A0T0H6/groL Cloroplasto Plegado de 
proteínas 
plastidiales 
Proteína ribosomal L14, de la 
subunidad 50S (
c
) 
A0T0I9/ rpl14 Cloroplasto Parte de la 
subunidad 50s  
Proteína ribosomal L12, de la 
subunidad 50S  
A0T0C0/rpl12 Cloroplasto  
Proteína ribosomal S5, de la 
subunidad 30S  
A0T0J5/ rps5 Cloroplasto Proteína de 
ensamblado de 
rARN, plastidial 
Proteína ribosomal S7, de la 
subunidad 30S (
c
) 
A0T0K5/ rps7 Cloroplasto Proteína de 
ensamblado de 
rARN de la sub. 
30S plastidial 
Proteína ribosomal 40S(
c
) B7FP80/ 
PhaTrdraft_17414 
Nd Integridad 
estructural del 
ribosoma 
Proteína ribosomal RS20, de 
la subunidad 40S 
B8C138/ RS20 Citoplasma Subunidad pequeña 
del ribosoma 
Proteína RS2, subunidad 
pequeña 
B8C8V8/ Rs2 Citoplasma  
Factor de elongación G 
mitocondrial 
K0RVU0/ 
Thaoc_27681 
Mitocondria  
Chaperona dirigida a 
mitocondria 
B7FQ72/ 
Cpn60_1 
Citoplasma Plegado de 
proteínas 
 B5YLQ5/hsp60   
Peptidilprolil isomerasa B8BR35/ 
ThaPsdraft_31535 
Citoplasma? Isomerización cis–
trans del enlace 
peptídico a prolina 
en el extremo N-
terminal; plegado 
de proteínas. 
 B7FZL3/ 
PhaTrdraft_12411 
Citoplasma?  
Proteína I, subunidad  del 
complejo T 
K0RDU0/ 
Thaoc_29426 
Citoplasma Plegado de 
proteínas. 
Traducción: Factor de 
elongación  
B8C995/ 
ThaPsdraft_41829 
Citoplasma? Síntesis de 
proteínas. 
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Nombre de la proteína UP Id/ gen Compartimento Función 
  
Proteína del RE(
g
) B7FUB7/ BiP 
 
Citoplasma, RE, 
lumen 
Degradación de 
proteínas 
defectuosas, 
acumulación de 
Ca
2+
 en el RE y 
percepción de 
estrés, muerte 
celular programada. 
d. Plegado, señalización y degradación de proteínas  
    
Proteína plastidial de 
codificación nuclear 
B7FRS0/ 
CPN60_2 
Citoplasma Plegado de 
proteínas 
Calmodulina B5YMJ6/ CAM1 Nd Proteína de 
señalización 
Proteína símil 14-3-3 
(Fragmento) (
c
) 
B7G5Y2/ 
PhaTrdraft_5651 
Citoplasma Proteína de 
señalización 
 
Proteína chaperona dnaK A0T0H7/ dnaK Cloroplasto Plegado de 
proteínas. 
FamiliaHSP70 
 A0T0X1/ dnaK Cloroplasto, 
citoplasma, 
mitocondria  
 
 B5YMV8/dnaK Nd  
Ubiquitina B7FY02/UbI3 Citoplasma Señalización para 
degradación de 
proteínas 
Ubiquitinilcarboxil hidrolasa 
terminal 
B7FXE5/ 
PhaTrdraft_41928 
Nd Señalización para 
degradación de 
proteínas 
Subunidad β del proteosoma 
(fragmento) 
B8BZW7/ PSB6 Citoplasma Clivaje inespecífico 
de péptidos 
   
e. Regulación de la transcripción e histonas   
   
Histona H2 B7G2A5/ 
H2a-m1 
Núcleo Unión a ADN 
Histona H2B K0SNH7/ 
Thaoc_16881 
Núcleo Unión a ADN 
Histona H4 (Fragmento) K0SEK7/ 
Thaoc_15573 
Núcleo Regulador 
transcripción 
Complejo asociado al 
polipéptido naciente, sub.β 
B7FTC4/ 
PhaTrdraft_9697 
Núcleo Regulador 
transcripción 
    
TRANSPORTE CELULAR, TRÁFICO DE VESÍCULAS Y CITOESQUELETO 
    
Proteína transportadora 
antiporte Triosa P/Pi 
B7FPD9/Tpt1 
 
Cloroplasto 
(membrana) 
Exporta triosa P a 
cambio de P 
inorgánico 
Complejo AP asociado a 
clatrina, subunidad β  
B8C7W7/ APB1 Citoplasma Tráfico intracelular 
de proteínas en 
vesículas 
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Nombre de la proteína UP Id/ gen Compartimento Función 
    
Cadena pesada de la clatrina B7G4Y3/ CHC Citoplasma Tráfico de 
vesículas 
 K0R8W5/ 
Thaoc_32593 
  
Proteína coatómera, sub. B7G4Z7/ 
PhaTrdraft_21929 
Citoplasma Transporte de 
vesículas sin 
clatrina 
Proteína coatómera, sub. β B7FZS9/ 
COPbeta2 
Citoplasma Transporte de 
vesículas sin 
clatrina 
Subunidad V-ATPasa H
+
 
(
h
) 
B7G4Q4/ 
PhaTrdraft_21882 
Membrana 
vacuola 
Tráfico de 
vesículas, 
acidificación de 
compartimentos. 
Subunidad C V-ATPasa H
+
 
 
B7FTS7/ 
PhaTrdraft_55482 
Membrana 
vacuola 
 
Subunidad  V-ATPasa H+ 
(
h
) 
B7G3I2/ 
PhaTrdraft_28794 
Membrana 
vacuola 
 
 B8CBV3/Vat2   
Subunidad catalítica de la V-
ATPasa H
+
 
K0SIX4/ 
Thaoc_12933 
Membrana 
vacuola 
 
    
ABC proteína B8C1A4/ 
Thapsdraft_262083 
Membrana Transporte mediado 
por ATP 
Cadena  de la tubulina B8C832/ TUB1 Citoplasma Microtúbulos 
 B7G0C3/ 
PhaTrdraft_54534 
  
Cadena β de la tubulina B5Y3W7/ 
PhaTR_21122 
Citoplasma Microtúbulos 
Proteína Sec61 de membrana 
de RE, subunidad  
B7GD39/ 
Sec61alpha 
Membrana RE Transporte de 
vesículas 
Proteína nuclear de unión al 
GTP 
K0THM9/ 
Thaoc_01718 
Núcleo Transporte núcleo-
citoplasma de 
proteínas y ARN 
Proteína semejante a 
actina/actina 
B7G5C0/ Act2 Citoplasma? Microfilamentos 
 B7G878/Act1   
    
NO ASIGNADAS 
Nucleósido difosfato quinasa B7FPE8/NDK1 Nd ATP + 
nDP→ADP+nTP 
 B8C642/ NDK2 Nd  
 K0RJE4/ 
Thaoc_32138 
Nd  
Óxidoreductasa 
B8BT70/ThaPsdra
ft_1049 
Nd 
Proteína del cluster 
oxidoreductasa 
 
Referencias bibliográficas: 
a
Grouneva et al. 2011,
b
Grouneva et al. 2016,
c
Longworth et 
al. 2016, 
d
Kroth et al. 2008, 
e
Rosenwasser et al. 2014, 
f 
Smith et al. 2012,
g 
Carvalho et al. 
2014, 
h
Marshansky & Futai 2008. 
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Abreviaturas: 2KG: 2 oxoglutarato ( cetoglutarato), 2PG: 2-fosfoglicerato, 
3PG: 3-fosfoglicerato, AcCoA: acetilCoA, Chl a: clorofila a, CR: centro de 
reacción, e-: electrones, F6P: Fructosa-6-fosfato, Fac e-: Flujo acíclico de 
electrones, FBP: fructosa-1,6-bisfosfato, FsI: Fotosistema I, FsII: Fotosistema II, 
Fx: Ferredoxina, G1P: Glucosa-1-fosfato, G6P: Glucosa-6-fosfato, GAP: 
Gliceraldehido-3-fosfato, BPG:1,3 bifosfoglicerato, DHAP: di hidroxiacetona 
fosfato, E4P: eritrosa-4-fosfato, Nd: no designado, PEP: fosfoenolpiruvato, Pyr: 
piruvato, OAA: oxalacetato, RE: retículo endoplasmático, RI5P: ribosa-5-fosfato, 
RUBISCO: ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa/oxigenasa, SH7-P: sedoheptulosa-
7-fosfato, Str: estroma, Suc: Succinato, SucCoa: succinilCoa, Tk: Tilacoide, 
Xu5P: xilulosa-5-fosfato. 
 
Al comparar las abundancias de las proteínas de los medios carenciados (SDS-
N y SDS-P) con aquellas encontradas en el medio completo (SDSC) se observan 
diferencias en la abundancia de algunas proteínas (Tabla 4.14).  
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Tabla 4.14: Proteínas de H. luciae obtenidas luego del tratamiento con SDS 2 % 
que presentaron mayor o menor abundancia en los medios carenciados sin fósforo 
(-P) y sin nitrógeno (-N) respecto del control. Todas las proteínas son reportadas 
con su nombre, identificador del programa UP (UP Id) y compartimento celular 
donde se ubica. 
 
Nombre de la proteína UP Id/ gen  Comparación 
con el control * 
   -P -N 
     
FOTOSÍNTESIS Y FIJACIÓN DEL CARBONO 
     
a. Complejo antena     
Proteína –Fucoxantina- 
clorofila a/c (FCP) 
B7FRW2/ Lhcf4  -2,8 - 
 B7GBK6/ Lhcf11  1,1 -1,7 
     
b. Fotosistema I     
P700 apoproteína A1  A0T0L9/ psaA  -1,2 -1,5 
P700 apoproteína A2 A0T0M7/psaB  -2,4 -1,9 
Subunidad II del CR K0RTY0/psaD  -2,2 - 
Subunidad XI del CR A0T0M6/psaL  -3,6 -1,1 
Proteína de unión a 
Ferredoxina 
A0T0B9/ psaD  
-1,1 -1,8 
 A0T0T5/psaD  -1,4 1,1 
Ferredoxina-NADP reductasa K0TEQ8/ Thaoc_06509  2,1 1,4 
     
c. Fotosistema II     
Proteína del complejo de 
producción de O2  
B7FZ96/psbO  
-1,3 -3,2 
ProteínaCP43 A0T096/psbC  -1,5 -1,9 
ProteínaCP47 A0T0P5/psbB  -1,7 -4,4 
ProteínaD1 A0T0G9/psbA  -1,8 -2,4 
Proteína D2 A0T0T0/psbD  -4,1 - 
     
d. Citocromos     
Citocromo b6 A0T0T6/ petB  1,1 - 
Apocitocromo f A0T0R9/ peta  -3,6 - 
     
e. Complejo ATP sintetasa     
     
Subunidad b del CF0 A0T0E8/atpG  1,4 1,2 
Subunidad  del CF1 E7BWI9/ atpA  1,3 1,6 
 A0T0F1/ atpA  1,1 - 
 B7G531/Atp1  1,3 3,7 
Subunidad β del CF1 B7FS46/ atpB  1,1 4,2 
 B5YP88/Thaps_41256  1,8 1,9 
 B8LET6/ 
Thapsdraft_bd1563 
 - 1,8 
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f. Fijación de carbono     
RUBISCO subunidad grande A8DP56/ rbcL  1,5 -2,3 
 Q9TK52/rbcL  1,4 -2,2 
RUBISCO subunidad pequeña E7BWI0/ rbcS  1,1 - 
     
Proteína CBBX activasa de la 
RUBISCO 
K0RTY6/ cbbX  1,5 - 
GA3P deshidrogenasa B7G5Q1/ GapC1  1,5 2,1 
   
g. Degradación de proteínas plastidiales   
Proteasa (ATP dependiente) A0T0K8/clpC  -1,4 2,4 
Zn Proteasa (ATP 
dependiente) 
A0T0S3/ ftsH  
-7,5 0,9 
     
FOTORRESPIRACIÓN Y ESTRÉS 
     
Serinahidroximetil transferasa B7FQ66/Shmt2  - 1,7 
Ascorbato peroxidasa  B7G384/ APX1  3,7 1,8 
Proteína Heat shock 70 B8C635/ hsp70  1,4 1,9 
 B7FQ84/ hsp70A  - 5,3 
     
METABOLISMO DE HIDRATOS DE CARBONO 
     
a. Glucólisis     
Fructosa-1,6 difosfatoaldolasa, 
Clase II 
K0SPN2/Thaoc_12069  - 1,0 
GA3P deshidrogenasa B7FSI3/ GapC3  2,0 -2,1 
 K0SY05/Thaoc_07275  1,2 - 
Fosfoglicerato quinasa B7G5G4/ 
PhaTrdraft_29157 
 1,3 - 
 B8LCF8/PGK5  1,3 - 
Precursor de la piruvato 
carboxilasa 
B7GA98/Pyc2  -3,1 6,2 
Piruvato quinasa  B8BZT7/Pyk2  - 1,0 
-enolasa B8BZT5/Eno1  1,7 1,9 
     
b. CAT     
NADH deshidrogenasa K0SM96/Thaoc_20181  - -1,3 
Dihidrolipoamida 
succiniltransferasa 
B7GBE7/ 
PhaTrdraft_40430 
 
- 1,8 
     
c. OPP (Vía oxidativa de la pentosa fosfato)     
Transcetolasa B7FUU0/ Tkl  4,9 1,7 
     
d. Síntesis de crisolaminarina y monosacáridos    
   
UDP-Glucosa-pirofosforilasa / 
fosfoglucomutasa 
B7GE51/Ugp/Pgm  2,8 0,3 
GDP-manosa-4,6-
deshidrogenasa 
B8C1P6/ GMD1  - 1,0 
UDP-Glucosa-6-
deshidrogenasa 
B5Y5J6/UGDH1  2,1 - 
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Nombre de la proteína UP Id/ gen  -P -N 
     
METABOLISMO DE LÍPIDOS 
     
Acetil-CoA carboxilasa B7G7S4/ACC1  1,5 2,9 
     
METABOLISMO DEL N Y PROTEÍNAS 
     
a. Síntesis de aminoácidos     
Glutamino sintetasa B7G6Q6/ GLNA  - 4,6 
Adenosilhomocisteinasa B7FT14/ 
PhaTrdraft_18319 
 1,1 5,1 
     
b. Ciclo de la urea     
Carbamoil-fosfato sintetasa, 
CPS III. 
B7GEG8/PhaTrdraft_24
195 
 -3,6 - 
   
c. Síntesis de proteínas, modificaciones post-traducción   
     
Factor de elongaciónTu A0T0K6/ tufA  1,1 1,7 
     
Proteína chaperona 60 kDa A0T0H6/groL  - 1,4 
Proteína ribosomal L12, de la 
subunidad 50S 
A0T0C0/rpl12  - -1,1 
Proteína ribosomal S7, de la 
subunidad 30S  
A0T0K5/ rps7  -3,6 - 
Proteína ribosomal 40S B7FP80/ 
PhaTrdraft_17414 
 -2,5 - 
Proteína ribosomal RS20, de 
la subunidad 40S 
B8C138/ RS20  -3,6 - 
Chaperona dirigida a 
mitocondria 
B7FQ72/Cpn60_1  -1,5 -4,3 
Traducción: Factor de 
elongación  
B8C995/ 
ThaPsdraft_41829 
 3,1 - 
Proteína del RE B7FUB7/ BiP  1,9 - 
     
d. Plegado, señalización y degradación de proteínas     
     
Proteína chaperona dnaK A0T0H7/ dnaK  - -1,1 
 B5YMV8/ dnaK  -1,1 1,7 
Proteína plastidial de 
codificación nuclear 
B7FRS0/ CPN60_2  -1,2 -3,1 
Calmodulina B5YMJ6/ CAM1  8,6 17,8 
Proteína símil 14-3-3 
(Fragmento)  
B7G5Y2/ 
PhaTrdraft_5651 
 2,7 7,5 
Ubiquitina B7FY02/UbI3  3,1 8,4 
Subunidad β del proteosoma 
(fragmento) 
B8BZW7/ PSB6  - -4,2 
    
e. Regulación de la transcripción e histonas    
   
Histona H2 B7G2A5/ H2a-m1  9,8 7,4 
Histona H2B K0SNH7/ Thaoc_16881  1,1 - 
Histona H4 (Fragmento) K0SEK7/ Thaoc_15573  2,5 2,9 
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Nombre de la proteína UP Id/ gen  -P -N 
     
TRANSPORTE CELULAR, TRÁFICO DE VESÍCULAS Y CITOESQUELETO 
     
Proteína transportadora 
antiporte Triosa P/Pi 
B7FPD9/Tpt1 
 
 
-1,4 - 
Complejo AP asociado a 
clatrina, subunidad β  
B8C7W7/ APB1  -1,2 4,9 
Cadena pesada de la clatrina B7G4Y3/ CHC  1,7 - 
 K0R8W5/ Thaoc_32593  - 1,4 
Proteína coatómera, sub. B7G4Z7/ 
PhaTrdraft_21929 
 -1,2 2,8 
Proteína coatómera, sub. Β B7FZS9/ COPbeta2  -1,1 - 
     
Subunidad  V-ATPasa H+ 
 
B7G3I2/ 
PhaTrdraft_28794 
 1,9 11,5 
Subunidad catalítica de la V-
ATPasa H
+
 
K0SIX4/Thaoc_12933  1,1 12,8 
Cadena β de la tubulina B5Y3W7/ 
PhaTR_21122 
 1,6 4,3 
Proteína Sec61 de membrana 
de RE, subunidad  
B7GD39/Sec61alpha  -2,1 - 
Proteína nuclear de unión al 
GTP 
K0THM9/Thaoc_01718  1,8 - 
     
 
* Los valores negativos o positivos indican una menor o mayor abundancia relativa, 
respectivamente, de las proteínas de los medios carenciados respecto del control. El signo 
(-) indica que no se encontró la proteína en los medios carenciados y sí en el control. 
 
En las células de los cultivos control, al igual que las de los medios 
carenciados, se observó una preponderancia marcada de las proteínas plastidiales, 
siendo 78 % en las células provenientes del medio completo y, respectivamente, 
63 y 49 % en los medios f/2-P y f/2-N (Figura 4.17). Siguieron en abundancia las 
proteínas relacionadas con el metabolismo del N, incluyendo asimilación de N, 
síntesis de aminoácidos y proteínas y catabolismo de proteínas. En menor 
proporción, se observaron proteínas relacionadas con el metabolismo de hidratos 
de carbono y de lípidos. En todas las condiciones, varias de las proteínas 
identificadas indicaron un activo transporte intracelular de vesículas. 
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Figura 4.17: Porcentajes relativos de las proteínas de los extractos de SDS 2 % de 
H. luciae asignadas a las distintas vías metabólicas obtenidos de los medios a) f/2, 
b) f/2-P y c) f/2-N. Para la cuantificación relativa se realizó la normalización de 
las áreas para las inyecciones (n= 3) de cada condición analizada. Los valores se 
expresan en porcentajes. 
 
La comparación de los medios carenciados con el control reveló varias 
diferencias (Figura 4.18). Existe disminución en las proteínas de los complejos 
antena y los fotosistemas; más aún, en el medio f/2-N esta reducción de los 
fotosistemas estuvo acompañada con una mayor abundancia de proteasas 
plastidiales. Pese a ello, los niveles de subunidades del complejo ATP sintetasa 
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plastidial fueron más elevados. Sin embargo, se registró una diferencia importante 
en los medios carenciados; mientras que en f/2-P, las proteínas relacionadas con la 
fijación de carbono mostraron niveles incluso más elevados que en el control, en 
f/2-N disminuyeron.  
 
 
Figura 4.18: Comparación de la abundancia relativa de las proteínas de H. luciae 
cultivada en f/2-P (barras negras) y f/2-N (barras blancas). Los cambios de 
abundancia relativa de proteínas respecto del control (eje horizontal) se expresan 
como log10. Los valores positivos y negativos indican mayor y menor abundancia 
relativa respectivamente respecto del control. 
 
Las proteínas de las vías catabólicas como glucólisis, vía oxidativa pentosas 
fosfato e incluso, degradación de proteínas mostraron un incremento en los 
medios carenciados. En contraposición, en f/2-P aumentó la abundancia de las 
proteínas relacionadas con la biosíntesis de crisolaminarina, y en ambos medios 
carenciados, las correspondientes a la biosíntesis de lípidos. 
El estrés impuesto por carencia de nutrientes se vio reflejado por el incremento 
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de los niveles de proteínas relacionadas con estrés oxidativo y fotorrespiración y 
por cambios en las proteínas indicadoras de un activo transporte intracelular y en 
los niveles de histonas y de péptidos de regulación de la transcripción.  
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4.5. Sustancias poliméricas extracelulares 
Las s-EPS de H. luciae aisladas a partir del medio f/2 rindieron glucosa como 
azúcar mayoritario. Puede descartarse que dicho monosacárido provenga del 
glucano de reserva crisolaminarina (Chiovitti et al. 2004), ya que las s-EPS se 
aislaron a partir de sobrenadantes de cultivos libres de células. 
La composición de monosacáridos de las s-EPS puede diferir entre las especies 
de diatomeas, pero generalmente se han citado como monosacáridos componentes 
glucosa, galactosa, fucosa y manosa (Bahulikar & Kroth 2008, Gügi et al. 2015, 
Xiao & Zheng 2016). En este caso, también se identificó 3-O-metilxilosa, 
coincidentemente a lo informado por Chiovitti et al. (2003b) para Pinnularia 
viridis. 
Luego del cultivo de H. luciae en medios carenciados se registró un incremento 
del porcentaje molar de galactosa en s-EPS-N y s-EPS-P conjuntamente con un 
aumento de los de ramnosa y fucosa en el primero, y de arabinosa en el segundo. 
La disminución del contenido de glucosa en las s-EPS de los medios carenciados 
fue informada en varias especies de diatomeas, como Synedropsis sp. (Aslam et 
al. 2012), Cylindrotheca closterium y C. fusiformis (Magaletti et al.2004, Urbani 
et al. 2005). Por otro lado, estos resultados difieren de los presentados por 
Magaletti et al. (2004), quienes no detectaron diferencias en la composición de 
monosacáridos de las s-EPS-N respecto al control. 
El espectro de MALDI de las s-EPSc exhibió intervalos de m/z de 162 
unidades, consistente con residuos de hexosas. Por otra parte, el espectro de s-
EPS-N mostró intervalos de m/z de 162 unidades, y algunos intervalos de m/z 132 
y m/z 146, consistentes con residuos de pentosas y de desoxihexosas. Estos 
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resultados muestran un relación directa con los cambios en la composición de 
monosacáridos. 
Los cambios en la composición de monosacáridos y/o en el grado de 
polimerización de los polisacáridos en situaciones de estrés nutricional son 
característicos de cada especie (Urbani et al. 2005, Abdullahi et al. 2006, Ai et al. 
2015). En los últimos años se ha aplicado la espectrometría de MALDI-TOF para 
la adquisición de “huellas dactilares”, o patrones para diferentes especies (Liang 
et al. 2013, Nicolau et al. 2014, Ai et al. 2015). La relación entre estos cambios en 
la composición y/o grado de polimerización con el entorno ambiental aún está en 
el terreno de las hipótesis. Sin embargo, esta variabilidad podría estar relacionada 
con el papel asignado a las sustancias poliméricas extracelulares en la defensa 
contra predadores, el desplazamiento en el sustrato, la retención de agua, la 
adhesión celular y la señalización aleloquímica (Abdullahi et al. 2006, Xiao & 
Zheng 2016).  
Es necesario tener en cuenta que, en las planicies de marea como las del 
estuario de Bahía Blanca, las diatomeas son integrantes mayoritarios de los 
biofilms bentónicos, junto con cianobacterias y bacterias no fotosintéticas (Parodi 
& Barría de Cao 2003, Popovich & Marcovecchio 2008, Pan et al. 2013). En 
ambientes naturales, los productos de las s-EPS con bajo peso molecular son 
utilizados en los sedimentos por bacterias heterótrofas (Underwood & Paterson 
2003, Giroldo et al. 2003, Bohórquez et al. 2017) que intervienen en la 
transferencia de carbono dentro de la red alimentaria del biofilm.  
Algunas experiencias in situ o en co-cultivo para evaluar la actividad de 
enzimas glicolíticas de bacterias (Goto et al. 2001) revelaron que hay una 
variación en la tasa de descomposición de fracciones de EPS aisladas a partir de 
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distintas especies de diatomeas. Se comprobó que, cuanto más abundante es el 
contenido de glucosa en las s-EPS, más eficientemente procede la degradación 
bacteriana (Giroldo et al. 2003). Los polímeros y oligómeros de glucosa, manosa 
y xilosa presentan una tasa más elevada de degradación que aquellos que 
contienen fucosa, ramnosa y galactosa (Janse et al. 1999; Giroldo et al. 2003). En 
el caso de la diatomea Chaetoceros affinis, las EPS producidas en carencia de P 
son degradadas con menos eficiencia que aquellas generadas en deficiencia de N 
(Obernosterer & Herndl 1995). Más recientemente, Puddu et al. (2003) 
demostraron que las s-EPS liberadas bajo carencia de P son más resistentes a la 
degradación bacteriana. A pesar de contener algún porcentaje de galactosa y 
manosa, las s-EPS del medio completo liberadas por H. luciae están compuestas 
mayormente por glucosa, sugiriendo que podrían ser mucho más fácilmente 
biodegradables que aquellas liberadas bajo carencia de N y de P, más ricas en 
galactosa, ramnosa y fucosa. 
Por otro lado, la menor tasa de degradación podría generar fragmentos 
resistentes que actuarían como señales extracelulares para inducir ciertas 
actividades enzimáticas, como la actividad fosfatasa alcalina, a fin de paliar la 
situación de estrés nutricional.  
 
4.6. Detección de (13)-β-D-glucanos 
La extracción acuosa de las células, especialmente la realizada a temperatura 
ambiente, rindió un producto con glucosa como componente mayoritario. Luego 
del análisis estructural por metilación, se comprobó la presencia de un (13)-β-D-
glucano indicando, como también señalaron Chiovitti et al. (2004), que este 
glucano corresponde al polisacárido de reserva crisolaminarina. La 
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crisolaminarina se extrajo como producto soluble en agua, especialmente a 
temperatura ambiente. A diferencia de lo reportado por Caballero et al. (2016), el 
aumento de la temperatura no mejoró el rendimiento del glucano en el extracto. 
Esto puede atribuirse a que la extracción a temperatura ambiente procedió sobre 
células liofilizadas, donde puede esperarse un escape de componentes 
intracelulares debido a la ruptura de la membrana plasmática. Además de glucosa, 
en el producto RTW aparecieron cantidades menores de galactosa, manosa y 
fucosa, coincidiendo con lo informado por Xia et al. (2014). Caballero et al. 
(2016) atribuyen estos monosacáridos a polisacáridos complejos extracelulares 
que se extraerían conjuntamente con la crisolaminarina. Debe destacarse que 
ninguno de estos azúcares fue detectado en el producto permetilado. 
De acuerdo al análisis estructural, la crisolaminarina en H. luciae presenta 
ramificaciones en C-2 y C-6, como fue informado para el mismo biopolímero de 
Stauroneis amphioxys (McConville et al. 1986), Skeletonema costatum (Paulsen 
& Myklestad 1978), Craspedostauros australis y Thalassiosira pseudonana 
(Chiovitti et al. 2004). La sustitución en el C-2 no siempre está presente, a 
diferencia de la ramificación en C-6, que fue informada en todas las 
crisolaminarinas estudiadas como la de Phaeodactylon tricornutum (Beattie et al. 
1961, Chiovitti et al. 2004, Caballero et al. 2016), Aulacoseira baicalensis 
(Paulsen & Myklestad 1978), Cylindrotheca fusiformis (Chiovitti et al. 2004), 
Stephanodiscus meyerii (Alekseeva et al. 2005), Chaetoceros debilis (Størseth et 
al. 2006), Odontella aurita (Xia et al. 2014) y Halamphora luciae (Daglio et al. 
2018). Las uniones β-1,6 en la crisolaminarina se asocian con la actividad 
inmunoestimulante de este polisacárido (Kim et al. 2011). 
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El DB (grado de ramificación) también varía en un amplio rango que va desde 
0.015-0.39 (Beattie et al. 1961, Paulsen & Myklestad 1978, Chiovitti et al. 2004, 
Alekseeva et al. 2005, Xia et al. 2014, Caballero et al. 2016). En la bibliografía 
no se encontraron datos para asignar esta variabilidad del DB a diferentes especies 
y/o a condiciones de cultivo pero, teniendo en cuenta los resultados expuestos en 
este capítulo, que indican que el peso molecular se modifica tanto con el estado 
nutricional como con la edad de cultivo, no sería de extrañar que el DB también 
dependiese de los factores citados. 
La calosa, otro glucano de estructura similar a la crisolaminarina, se detectó 
histoquímicamente en los cíngulos de los frústulos mediante el fluorocromo azul 
de anilina. Waterkeyn & Bienfait (1987) informaron por primera vez la presencia 
de calosa en la cubierta de diatomeas. Recientemente Tesson & Hildebrand 
(2013), utilizando inhibidores de la enzima β-1,3 glucano sintetasa, adjudicaron a 
este polisacárido un papel clave en la integridad de los frústulos y en la deposición 
de la sílice. Sin embargo, a diferencia de la crisolaminarina, la calosa no posee 
ramificaciones y es insoluble en agua (Stone 2006). 
Es notable destacar que la composición de monosacáridos de los extractos 
RTW y W 100.1 es similar a la de los hidrolizados de las células en el medio 
completo f/2, sobre todo luego de ser cosechadas a los 20 y 30 días, donde se 
observó una disminución significativa del contenido galactosa y un aumento del 
de glucosa.  
El análisis de las células por MALDI-TOF MS mostró un perfil similar en los 
tres medios de cultivo (completo y carenciados), aunque con un desplazamiento 
hacia m/z de mayor peso molecular en los medios carenciados. Nicolau et al. 
(2014) reportaron un efecto similar para Coscinodiscus sp. Si bien MALDI-TOF-
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MS no provee información sobre la identidad de las hexosas que generan las 
diferencias de m/z 162 entre las diferentes señales, cuando se compara el análisis 
de monosacáridos, tanto en los medios carenciados como en aquellos cultivos en 
la etapa estacionaria (20 y 30 días), se observa un incremento en el contenido de 
glucosa, indicando que el análisis de MALDI-TOF MS realizado sobre las células 
reflejaría preponderantemente cambios en el contenido y/o grado de 
polimerización de la crisolaminarina. 
La acumulación del glucano de reserva trae como consecuencia el 
desplazamiento del polímero hacia mayores pesos moleculares y el incremento del 
valor del DP. Esto ocurre con el aumento de la edad de los cultivos y con el estrés 
nutricional, sobre todo cuando las células están sometidas a carencia de P. 
Myklestad (1989) observó la acumulación de crisolaminarina en cultivos en fase 
estacionaria de Chaetoceros affinis, S. costatum y Thalassiosira fluviatilis. Más 
recientemente, Xia et al. (2014) midieron un máximo de polisacárido de reserva 
en la diatomea Odontella aurita en cultivos carentes de N. En P. tricornutum, 
Caballero et al. (2016) indicaron que no había oscilación diurna-nocturna del 
acervo de crisolaminarina bajo carencia de N. A partir de estos resultados 
concluyeron que no había un mayor consumo del polisacárido de reserva durante 
el metabolismo heterotrófico nocturno (Jallet et al. 2016). Por otro lado, las 
señales con un menor DP en la fase exponencial y estacionaria temprana de 
cultivo de H. luciae apuntan a la biosíntesis activa del glucano de reserva en las 
fases temprana de cultivo. Tal como lo señalan Hildebrand et al. (2017), las 
diatomeas no dependen totalmente del carbohidrato de reserva como fuente de 
energía durante las etapas de activa división celular, sugiriendo que los 
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fragmentos de bajo peso molecular observados en H. luciae no serían producto de 
la actividad catabólica. 
La utilización de diferentes matrices permitió encontrar la línea de base de los 
espectros, aspecto crucial en la distinción de aquellos fragmentos que aparecen 
con baja intensidad. La “huella dactilar” de H. luciae mostró un perfil bimodal en 
células cosechadas entre los días 5 y 10, que no fue evidente en los espectros de la 
diatomea céntrica Thalassiosira pseudonana y Coscinodiscus sp. que exhibieron 
fragmentos en el rango de m/z de 2000-6300 con intervalos de m/z 162 (Nicolau et 
al. 2014, Ai et al. 2015). Es notable destacar que el espectro de la diatomea 
pennada Seminavis robusta mostró una variabilidad que esos autores atribuyeron a 
la contribución de las diferentes cepas y/o mating types de la muestra analizada 
(Nicolau et al. 2014).  
Teniendo en cuenta estos resultados, se puede aceptar la Hipótesis 8, dado que 
la edad del cultivo alteró el grado de polimerización del polímero de reserva.  
En cuanto a la Hipótesis 9, se verifica parcialmente debido a que en el medio 
con carencia de P se observó una diferencia marcada en el grado de 
polimerización del polímero de reserva mientras que esta diferencia no fue tan 
evidente en el medio carente de N. 
En consecuencia, la crisolaminarina podría utilizarse como un indicador del 
estado nutricional de las células y la calibración de las señales del espectro de 
MALDI con diferentes especies puede utilizarse para seleccionar el tiempo de 
cosecha en cultivos masivos para el aprovechamiento de diferentes metabolitos, 
en forma rápida y con un mínimo requerimiento de muestra. 
Debe destacarse que a pesar de existir algunos trabajos de MALDI realizados 
sobre células de clorofitas (Andrade et al. 2015), cianobacterias (Aráoz et al. 
Sección 2                                                                                                    Discusión 
143 
2008) y diatomeas (Paz et al. 2011, Nicolau et al. 2014), este es el primer estudio 
donde se relaciona un perfil de polisacáridos obtenido por MALDI con el 
contenido y composición de hidratos de carbono y el análisis estructural por 
metilación del polisacárido de reserva. 
 
4.7. Análisis del proteoma 
Las diatomeas poseen tres genomas diferentes: uno nuclear, uno plastidial y 
uno mitocondrial, que han sido secuenciados en los últimos años para algunas 
especies: Thalassiosira pseudonana (Armbrust et al. 2004) y T. oceanica 
(Lommer et al. 2012), Fragilariopsis cylindrus (Mock et al. 2017), Fistulifera 
solaris (Tanaka et al. 2015), Synedra acus (Galachyants et al. 2015) y 
Phaeodactylum tricornutum (Bowler et al. 2008). Mediante transcriptómica se 
pudieron detectar cambios a nivel de la transcripción en respuesta a diferentes 
condiciones ambientales (Wan et al. 2012, Bender et al. 2014, Alexander et al. 
2015, Cruz de Carvalho et al. 2016). Sin embargo, la correlación entre los 
transcriptos y la abundancia de las proteínas suele ser pobre, ya que no tiene en 
cuenta los mecanismos de regulación post-transcripcional. De allí que el análisis 
de los perfiles de abundancia proteica a través de los proteomas provea 
información más confiable respecto de la influencia de factores bióticos y 
abióticos sobre las respuestas fisiológicas de las diatomeas (Lyon et al. 2011, 
Dyhrman et al. 2012, Hockin et al. 2012, Rosenwasser et al. 2014, Yang et al. 
2014a, Muhseen et al. 2015, Longworth et al. 2016, Büchel et al. 2017, Clement 
et al. 2017, Jian et al. 2017, Chen et al. 2018). 
La distribución (allocation) del carbono se define como la partición del 
carbono asimilado por fotosíntesis en los diferentes grupos (pools) de 
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macromoléculas, por ejemplo proteínas, lípidos, hidratos de carbono y ácidos 
nucleicos (Wagner et al. 2017). Bajo condiciones óptimas de luz, nutrientes y 
temperatura, el flujo de carbono hacia la biosíntesis de macromoléculas estará en 
equilibrio con el flujo energético provisto por la fotosíntesis. Ante un cambio de 
las condiciones ambientales (por ejemplo, deficiencia de nutrientes) el equilibrio 
entre el flujo de carbono y de energía se altera, y deberán ponerse en 
funcionamiento respuestas regulatorias para hacer los ajustes necesarios y cubrir 
las necesidades mínimas de crecimiento (Jakob et al. 2007).  
En un cultivo de diatomeas en medio completo, a la temperatura óptima y 
recibiendo una intensidad lumínica media (como en el caso de los cultivos en 
medio f/2 de H. luciae), el flujo de carbono asimilado será mayormente dirigido 
hacia la síntesis de proteínas necesarias para sostener una alta tasa de crecimiento 
y el activo metabolismo celular, y en menor proporción hacia la acumulación de 
reservas carbonadas, ya sea polisacáridos o lípidos. En efecto, durante la etapa de 
activo crecimiento de los cultivos en medio completo, la relación hidratos de 
carbono/proteínas fue menor que en los medios carenciados (Figura 4.8).  
Una característica llamativa del proteoma de diatomeas es la redundancia y 
diversidad de isozimas (Smith et al. 2012, Gruber & Kroth 2017) como 
consecuencia de la adquisición de su cloroplasto por endosimbiosis secundaria a 
partir de un ancestro Archaeplastida rojo (Archibald 2015). En organismos 
unicelulares, la existencia de isozimas favorece la plasticidad de la respuesta en 
condiciones ambientales cambiantes en diferentes compartimentos celulares 
(Smith et al. 2012).  
Como endosimbiontes secundarios, los genomas nucleares de las diatomeas 
son una combinación de genes de organismos evolutivamente muy diferentes y su 
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análisis ha revelado la presencia de genes tanto vegetales como animales (Smith et 
al. 2012). Durante la incorporación del plástido endosimbionte, los procesos de 
pérdida y/o de transferencia horizontal de genes habrían generado la aparición de 
vías metabólicas inusuales para organismos fotosintéticos, como el ciclo de la 
urea en la mitocondria (Tabla 4.13) o la fragmentación de caminos metabólicos 
en distintas organelas, como por ejemplo una glucólisis citoplasmática y otra 
parcial en la mitocondria (Kroth et al. 2008). En efecto, en H. luciae apareció una 
gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasa (Uniprot B7FSI3) presumiblemente 
mitocondrial y relacionada con la vía Entner–Doudoroff de glucólisis en dicha 
organela (Fabris et al. 2012). 
Cabe destacar que la presente información sobre los proteomas de H. luciae es 
totalmente novedosa, no habiéndose encontrado en la bibliografía antecedentes 
para esta especie. 
 
4.7.1. Análisis del metabolismo energético y central del carbono de células de 
H. luciae cultivadas en medio completo f/2 
 
Proteínas plastidiales 
Las proteínas de los complejos antena son sumamente abundantes en las 
membranas tilacoidales y suelen aparecer en los proteomas de los lisados 
celulares (Figura 4.17) (Nunn et al. 2009, Grouneva et al. 2011, Hockin et al. 
2012, Longworth et al. 2016). Fueron denominados originalmente como 
complejos FCP (Fucoxanthin chlorophyll a/c binding proteins) en base a la 
identificación de los genes codificantes (Armbrust et al. 2004). Actualmente, estas 
proteínas se clasifican como: proteínas mayoritarias Lhcf (complejo antena 
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periférico), proteínas Lhcr (asociadas al FSI) y un set minoritario de proteínas 
Lhcx que intervienen en la fotoprotección mediante el quenching no fotoquímico 
de la excitación de la clorofila (Dittami et al. 2010, Büchel et al. 2017, Herbstová 
et al. 2017). La estructura supramolecular de estos complejos antena y su 
composición pueden variar interespecíficamente y/o en respuesta a las 
condiciones ambientales, confiriendo a estas microalgas una enorme capacidad de 
aclimatación cromática para vivir a distintas profundidades en la columna de agua 
(Depauw et al. 2012, Valle et al. 2014, Fortunato et al. 2016, Grouneva et al. 
2016). 
En los proteomas de H. luciae aparecieron varias de las proteínas 
correspondientes a dos de los tres grupos de FCP: Lhcf y Lhcr (Tabla 4.13); sin 
embargo, no se observaron proteínas Lhcx. 
Además se detectaron casi todas las proteínas del P680 del FSII, junto con el 
péptido O relacionado con la producción de oxígeno (Figura 4.19, Tabla 4.13), 
varias proteínas atribuidas al centro de reacción del FSI (psaA, psaB, psaC, psaD, 
psaF, psaL), junto con ferredoxina y ferredoxina-NADPH reductasa, proteínas del 
complejo de citocromos b6/f entre ambos fotosistemas y varias de las subunidades 
del complejo ATP sintetasa (Tabla 4.13).  
Las diatomeas poseen un turnover rápido de las múltiples subunidades del 
FSII, incluyendo la proteína D1, especialmente en condiciones de alta irradiancia 
(Wu et al. 2011, Domíngues et al. 2012) junto con la activación del ciclo de las 
xantofilas (Obata et al. 2013). Estos mecanismos de reparación y disipación no 
serían inducidos por las condiciones de incubación de los cultivos en irradiancia 
media-baja (100 moles m-2 s-1). Sin embargo, el proteoma arrojó secuencias de al 
menos una proteasa relacionada con la reparación del FSII (Tabla 4.13). 
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Tampoco se registraron enzimas relacionadas con el ciclo fotoprotector de las 
xantofilas, que se activa bajo irradiancias muy elevadas (más de 1000 moles m-2 
s
-1
) (Lohr & Wilhelm 1999). 
 
 
Figura 4.19: Diagrama de la organización de la membrana del tilacoide de la 
diatomea modelo Phaeodactylum tricornutum mostrando los dos fotosistemas 
(FSI y FSII), el complejo citocromos b6/f, los complejos antena asociados al FSII 
(FCP-Lhcf) y PSI (Lhcr) y la ATP sintetasa. Modificado a partir de Herbstová et 
al. (2017).  
 
De la vía de asimilación de dióxido de carbono (Ciclo de Calvin-Benson) se 
registraron dos proteínas de la subunidad grande de la ribulosa-1,5-bifosfato 
carboxilasa/oxigenasa (RUBISCO), una de la subunidad pequeña y dos isozimas 
de la activasa Cbbx de dicha enzima. Las diatomeas poseen RUBISCO del tipo ID 
(Whitney et al. 2011) con una alta especificidad (Km bajo y  elevado) para 
discriminar entre CO2 y O2 en el sitio activo (Tortell 2000). Esta elevada 
especificidad es uno de los argumentos que se utiliza para explicar la dominancia 
temprana de las diatomeas en las sucesiones fitoplanctónicas (Reynolds 1993, 
Tortell 2000). 
Las únicas enzimas intermediarias del ciclo de Calvin detectadas en el 
proteoma fueron una gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, una fosfoglicerato 
quinasa y una de las isoformas de la transcetolasa (Uniprot B7FUU0) 
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probablemente relacionada con la regeneración de la ribulosa-1,5-difosfato en el 
cloroplasto. 
Si bien existe una prolifica documentación sobre la vía C-4 de asimilación de C 
en las diatomeas, solo se registró un precursor de la isozima plastidial piruvato 
carboxilasa (Pyc2) que convierte el piruvato a oxalacetato (Kroth et al. 2008). No 
se encontró la enzima carboxilante fosfoenolpiruvato carboxilasa (Obata et al. 
2013, Wagner et al. 2017). La vía C-4 funciona como un mecanismo concentrador 
de CO2 (Reinfelder et al. 2004). Varios autores señalaron que los factores 
ambientales tales como la intensidad lumínica o la concentración de dióxido de 
carbono no tendrían incidencia sobre la vía de asimilación de carbono utilizada 
(C-3 o C-4), pero sí podrían diferir interespecíficamente (Granum et al. 2005, 
Roberts et al. 2007, Matsuda & Kroth 2014).  
Pese a la elevada especificidad de la RUBISCO de diatomeas, se ha detectado 
actividad fotorrespiratoria (Kroth et al. 2008). Winkler & Stabenau (1995) 
propusieron para algas la existencia de dos enzimas de oxidación del glicolato: 
una mitocondrial, la glicolato deshidrogenasa en Chlorophyceae, Prasinophyceae, 
Cryptophyceae y Bacillariophyceae, y una glicolato oxidasa en el peroxisoma en 
Chrysophyceae, Eustigmatophyceae, Raphidophyceae, Xantophyceae y 
Rhodophyceae. Tanto en P. tricornutum como en T. pseudonana se reportaron 
proteínas con actividad glicolato oxidasa, aunque la localización celular asignada 
difiere entre los distintos autores entre peroxisomal o mitocondrial. En ambas 
diatomeas, las enzimas de síntesis de serina están en la mitocondria (Rosenwasser 
et al. 2014). En este trabajo se observó la presencia de una glicolato oxidasa y una 
serinahidroximetil transferasa en la mitocondria (Figura 4.20). 
Sección 2                                                                                                    Discusión 
149 
 
Figura 4.20: Esquema del metabolismo de los hidratos de carbono y la 
fotorrespiración propuesto para H. luciae. 2PG: 2-fosfoglicerato, 2PGL: 2-
fosfoglicolato, 3PG: 3-fosfoglicerato, AcCoA: acetil-CoA, BPG: 1,3-
difosfoglicerato, CPS III: carbamoil-fosfato sintetasa 3, DHAP: dihidroxiacetona 
fosfato, ENO1: α-enolasa 1, F6P: fructosa-6- fosfato, FBA: fructosa-1,6-
bisfosfato aldolasa, FBP: fructosa-1,6-bisfosfato, G1P: glucosa-1-fosfato, G6P: 
glucosa-6-fosfato, GAP: gliceraldehido-3-fosfato, GAPDH: gliceraldehído-3-
fosfato deshidrogenasa, GOGAT: glutamato sintetasa, GOX: glicolato oxidasa, 
GS: glutamino sintetasa, Pi: fósforo inorgánico, PC: piruvato carboxilasa, PDH: 
piruvato deshidrogenasa, PEP: fosfoenolpiruvato, PGAM: fosfoglicerato mutasa, 
PGK: fosfoglicerato quinasa, PK: piruvato quinasa, OAA: oxalacetato, OPP: vía 
oxidativa de las pentosas fosfato, Pyr: piruvato, RU5P: ribulosa-5-fosfato, 
Rubisco: ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa, SHMT: serina hidroximetil 
transferasa, TPI: triosa fosfato isomerasa, UGP/PGM: UDP-Glucosa-
pirofosforilasa / fosfoglucomutasa, UDPglc: UDP-Glucosa. 
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En un trabajo reciente, Schmitz et al. (2017) propusieron que el glicolato 
originado por fotorrespiración sería metabolizado en la mitocondria vía una 
glicolato oxidasa. De acuerdo con ello, una diatomea ancestral, en lugar de usar 
las dos enzimas de oxidación pre-existentes (glicolato deshidrogenasa y glicolato 
oxidasa), habría desarrollado una tercer alternativa: una glicolato oxidasa 
mitocondrial, con una función análoga a la glicolato oxidasa peroxisomal pero 
capaz de utilizar aceptores de electrones diferentes del O2. Téngase en cuenta que 
la glicolato oxidasa peroxisomal genera peróxido de hidrógeno utilizando el O2 
como aceptor de electrones en la oxidación del glicolato a glioxilato. 
 
Distribución del carbono en diatomeas 
La glucólisis en diatomeas presenta una organización compleja, y puede ocurrir 
en forma parcial en tres compartimentos celulares: el citoplasma, el cloroplasto y 
la mitocondria (Kroth et al. 2008, Fabris et al. 2012, Smith et al. 2012). Más aun, 
los genomas de diatomeas secuenciados a la fecha difieren en los pasos de la vía 
glicolítica asignada a cada compartimento (Smith et al. 2012). 
La glucólisis se divide en una etapa inicial con gasto de ATP de activación y 
una final que rinde un neto de ganancia energética y de NADH. La mayoría de las 
reacciones de esta vía son reversibles, salvo por algunas enzimas con un papel 
regulatorio clave como la fosfofructo quinasa o la piruvato quinasa (Figura 4.20). 
La gluconeogénesis funciona en sentido inverso. La producción de metabolitos 
intermediarios (por ejemplo, el piruvato para la síntesis de ácidos grasos) no solo 
implica un flujo de carbono, sino también está íntimamente ligado al flujo de 
energía celular. Para evitar el desperdicio de ATP debe existir un balance entre la 
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provisión de precursores biosintéticos y la energía disponible a través de la fina 
regulación de las vías antagónicas glucólisis y gluconeogénesis.  
Los resultados del proteoma de H. luciae parecen apuntar a la glucólisis como 
vía preferencial al momento de la cosecha de los cultivos, ya que no se pudo 
detectar la presencia de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa ni de la piruvatofosfato 
diquinasa, que llevan a cabo la conversión de piruvato a fosfoenolpiruvato (Tabla 
4.13, Figura 4.20). Sin embargo, se observó la presencia de un precursor de la 
piruvato carboxilasa que junto con la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa inicia la 
gluconeogénesis en células animales, aunque estos resultados preliminares no 
permiten asignarle una función cierta. 
Se identificaron tres isozimas fosfoglicerato quinasa. Según Smith et al. 
(2012), en las diatomeas existe una sorprendente diversidad de este gen, que 
habría surgido de diversos orígenes y habría sido duplicado y re-dirigido a 
distintos compartimentos celulares. En efecto, una de las isozimas detectadas 
(Uniprot B5YN92) es plastidial, mientras que la PGK5 (Uniprot B8LCF8) es 
citoplasmática. 
Es interesante notar que el proteoma reveló dos enolasas (Eno1 y Eno2). La 
isozima Eno1 mitocondrial aparece en P. tricornutum, F. cylindrus y T. 
pseudonana (Smith et al. 2012). Su gen es semejante al de otros heterocontos y al 
del cromoalveolado Emiliana huxleyi. La isozima Eno2 sería citosólica en 
diatomeas céntricas y plastidial en pennadas (Smith et al. 2012) como es el caso 
de H. luciae. 
Un hallazgo importante mostró que los genes de la etapa final de la glucólisis 
estaban duplicados (desde gliceraldehido-3-fosfato a piruvato) y que sus 
respectivas isozimas habrían sido importadas a la mitocondria (Kroth et al. 2008), 
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lo que esencialmente posibilita la generación de piruvato en la mitocondria sin la 
necesidad de importarlo del citoplasma. Se pudieron relacionar dos isozimas con 
esta vía: una gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Uniprot B7FSI3) y la 
enolasa Eno1 (Uniprot B8BZT5) de la vía Entner–Doudoroff mitocondrial (Fabris 
et al. 2012) (Figura 4.20). 
De la vía oxidativa de la pentosa fosfato (OPP) solo se detectaron una 
transcetolasa y una transaldolasa citoplasmáticas. La remoción de la vía OPP del 
cloroplasto es característica de las diatomeas (Wilhelm et al. 2006, Matsuda & 
Kroth 2014). 
Existe escasa información sobre la biosíntesis del polisacárido de reserva, la 
crisolaminarina. La UDP-glucosa sería el sustrato para la síntesis. En el proteoma 
de H. luciae se identificó una UDP-glucosa pirofosforilasa/fosfoglucomutasa 
(Uniprot B7GE51/Ugp/Pgm) que fue asignada a la síntesis de este glucano 
(Roessler 1987) (Figura 4.20). Recientemente, se localizó una glucano sintasa 
presuntamente involucrada en el transporte de la cadena del glucano hacia dentro 
de las vacuolas citosólicas (Gruber & Kroth 2017, Hildebrand et al. 2017). 
La ausencia de una reserva intermedia de hidratos de carbono en el cloroplasto, 
junto con la presencia de las cuatro membranas circundantes, requiere de una gran 
capacidad de transporte desde el plasto al citosol y las vacuolas. De manera 
relacionada, se observó una proteína transportadora antiporte triosa P/Pi en la 
membrana del cloroplasto (Uniprot B7FPD9/Tpt1). Recientemente, se han 
descripto varios transportadores que permiten el pasaje de triosas fosfato a través 
de las cuatro membranas plastidiales (Facchinelli & Weber 2011, Moog et al. 
2015). 
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Del ciclo de los ácidos tricarboxílicos (CAT) se registraron tres proteínas en los 
proteomas de H. luciae, incluyendo la piruvato deshidrogenasa (Figura 4.20). 
Este ciclo se interconecta con el ciclo de la urea en la mitocondria (Nunn et al. 
2009, Obata et al. 2013, Rosenwasser et al. 2014), del cual el proteoma de H. 
luciae exhibió dos isozimas de la carbamoil-fosfato sintetasa (Tabla 4.13, Figura 
4.20). En la mayoría de los organismos, el ciclo de la urea interviene en la 
excreción de los residuos nitrogenados producto del catabolismo de proteínas. Sin 
embargo, las diatomeas pueden utilizar la urea como fuente primaria de nitrógeno 
(Peers et al. 2000) y este ciclo provee de metabolitos intermediarios para otras 
vías (como la ornitina para la síntesis de poliaminas de cadena larga que 
intervendrán en la silificación del frústulo) (Kröger et al. 2000). Rosenwasser et 
al. (2014) identificaron cisteínas sensibles al potencial redox celular en la 
carbamoil-fosfato sintetasa y en enzimas plastidiales de la vía de asimilación de 
nitrógeno como la glutamino sintetasa. Según estos autores, ante una situación de 
estrés oxidativo se activaría la vía mitocondrial de asimilación de nitrógeno a 
través del ciclo de la urea, mientras que en condiciones normales funcionaría la 
vía plastidial glutamina sintetasa/ glutamato sintasa. 
Como se mencionara anteriormente, el carbono fijado en las diatomeas se 
reparte entre las reservas de polisacáridos, como la crisolaminarina (Kroth et al. 
2008), y las de lípidos, especialmente triacilglicéridos (TAGs), en vacuolas 
citoplasmáticas (Zulu et al. 2018 y biliografía allí citada). Dado que el contenido 
de TAGs oscila entre 25 y 30 % de la biomasa pudiendo alcanzar hasta 60 %, la 
selección de especies de diatomeas oleaginosas o la transformación de cepas y la 
puesta a punto de las condiciones de cultivo han tenido creciente interés en los 
últimos años con la finalidad de obtener materia prima para biodiesel (Yu et al. 
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2009, Popovich et al. 2012, Smith et al. 2012, Valenzuela et al. 2012, 2013, 
Daboussi et al. 2014, Barnech Bielsa et al. 2016, Martín et al. 2016, Sayanova et 
al. 2017, Zulu et al. 2018). Como se observó en la Sección 1, la acumulación de 
lípidos ocurre una vez concluida la fase de activo crecimiento del cultivo, o bien 
en condiciones de deficiencia de nutrientes. 
La biosíntesis de ácidos grasos en diatomeas es semejante a la de plantas 
superiores (Ke et al. 2000). El precursor es la acetil-coenzima A (AcCoA) que se 
encuentra en diferentes compartimentos celulares: cloroplasto, mitocondria, 
citoplasma y peroxisomas (Leonardi et al. 2005). En el cloroplasto, una de las vías 
de generación de AcCoA es a través de la decarboxilación del piruvato por la 
piruvato deshidrogenasa seguida de la síntesis de malonilCoA por la acetilCoA 
carboxilasa (Figura 4.21).  
 
Figura 4.21: Esquema del metabolismo de la acumulación de lípidos. ACC1: 
acetil CoA carboxilasa, DAG: diacilglicérido, GOX: glicolato oxidasa, ICL: 
isocitrato liasa, PA: ácido fosfatídico, RE: retículo endoplasmático, TAGs: 
triacilglicérido, PCC: propionilCoA carboxilasa, MCM: metilmalonilCoA mutasa. 
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Se describió una ruta semejante en la mitocondria para P. tricornutum (Ma et 
al. 2014) a través de experiencias de knockdown génico demostrando la 
contribución de la AcCoA mitocondrial en el metabolismo de los lípidos. 
Adicionalmente, se describió una isozima AcCoA carboxilasa citoplasmática en 
diatomeas (Tanaka et al. 2015). En el proteoma de H. luciae se detectaron dos 
isozimas de la AcCoA carboxilasa, una de las cuales fue caracterizada como la 
isozima ACC1, de localización plastidial (Figura 4.21).  
Lamentablemente en el proteoma no aparecieron otras enzimas relacionadas 
con la síntesis de ácidos grasos ni de TAGs, excepto por una proteína de la 
síntesis de sulfolípidos. Por otro lado, en los cultivos en medio completo, se 
detectaron enzimas de la vía catabólica (propionilCoA carboxilasa y 
metilmalonilCoA mutasa) (Figura 4.21). 
El ciclo del ácido glioxílico en el peroxisoma (Buchanan et al. 2000) es una 
variación del CAT para el reciclado y reasimilación de moléculas orgánicas (Beier 
et al. 2015). La enzima que abre la entrada al ciclo del glioxilato es la isocitrato 
liasa, detectada en las células provenientes de medio completo de H. luciae 
(Tabla 4.13). La función del ciclo del glioxilato sería por un lado recuperar los 
dos átomos de carbono del glioxilato producto de la fotorrespiración y por el otro, 
asimilar la AcCoA de la β-oxidación de ácidos grasos (Kroth et al. 2008) (véase 
más adelante). 
Las diatomeas, al igual que todos los organismos fotoautótrofos, sintetizan 
todos los aminoácidos esenciales utilizando los esqueletos carbonados derivados 
del metabolismo central del carbono (ciclo de carbono, OPP, glucólisis, CAT, 
fotorrespiración) y particularmente, el ciclo de la urea (Bromke et al. 2013).  
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En el proteoma distinguimos dos enzimas de la vía de asimilación de nitrógeno 
inorgánico: la glutamino sintetasa y la glutamato sintetasa dependiente de 
ferredoxina (Figura 4.20). La glutamino sintetasa también actúa asimilando el 
NH4
+
 producto del catabolismo de aminoácidos, como por ejemplo la glicina 
(Takabayashi et al. 2005). Hay reportadas 3 isoformas de esta enzima localizadas 
en diferentes organelas (Takabayashi et al. 2005). Para diatomeas fueron 
descriptas las isoformas GSII en el cloroplasto y la GSIII en el citoplasma. Una 
tercera isoforma, la GSI fue detectada para hongos y plantas vasculares 
encontrándose transcriptos para T. pseudonana, sin evidencia de que la enzima 
sea funcional (Takabayashi et al. 2005). 
Nótese que en el proteoma aparecen dos enzimas relacionadas con el 
catabolismo de glicina en la mitocondria (Proteína P y una aminometil 
transferasa) (Tabla 4.13) al igual que una carbamoilfosfato sintetasa relacionada 
con la síntesis de arginina (Rosenwasser et al. 2014). 
En cuanto a la síntesis de proteínas, se detectaron principalmente proteínas 
relacionadas con las subunidades ribosomales citoplasmáticas, mitocondriales y 
plastidiales y algunas proteínas de plegado y transporte a través de membrana. 
También se vieron enzimas del catabolismo proteico. 
Se observaron varias proteínas relacionadas con el tráfico de vesículas (Tabla 
4.13), como cadenas de clatrina y proteínas coatómeras. Las proteínas que 
recubren las vesículas del transporte intracelular actúan en la comunicación e 
intercambio de moléculas entre los distintos compartimentos en las vías endocítica 
y secretora. Esta cubierta proteica define el tipo de vesícula. Por ejemplo, la 
clatrina recubre vesículas endocíticas (Fan et al. 2015). Nunn et al. (2009) señalan 
que la clatrina suele aparecer en forma abundante en los proteomas de diatomeas. 
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Las proteínas coatómeras (complejo COPI) está involucrado en los movimientos 
intra-Golgi y el transporte retrógrado entre el Golgi y el retículo endoplasmático y 
el complejo COPII en el transporte anterógrado desde el retículo al aparato de 
Golgi. 
Relacionadas con el tráfico intracelular y transporte, también se detectaron 
subunidades de V-ATPasas (Figura 4.21). Las H
+
- ATPasas vacuolares (V-
ATPasas) actúan como bombas protónicas permitiendo el transporte contra 
gradiente y acumulación de iones en compartimentos celulares (Nelson et al. 
2000). La acidificación de vesículas es esencial en el tráfico tanto endocítico 
como exocítico, en el funcionamiento del aparato de Golgi y en la homeostasis de 
pH intracelular (Marshansky & Futai 2008, Taylor et al. 2012). 
En los cultivos en medio completo también apareció una proteína de la familia 
de los transportadores ABC. Estas proteínas intervienen en la exportación de 
moléculas orgánicas en diatomeas (Scherer et al. 2008, Carvalho et al. 2011). En 
una experiencia reciente de co-cultivo de la diatomea P. tricornutum y el 
dinoflagelado Alexandrium tamarense se concluyó que estos transportadores 
actuarían en la exocitosis de las toxinas del dinoflagelado, protegiendo a la 
diatomea del daño celular (Zheng et al. 2016). 
 
4.7.2. Proteoma de H. luciae bajo carencia de P y N 
Como nutrientes esenciales, el N y el P junto con la sílice y el Fe, cumplen un 
papel crucial en la productividad y distribución de las diatomeas en su ambiente 
natural (Dyhrman et al. 2012, Rosenwasser et al. 2014, Muhseen et al. 2015). La 
mayor parte de las capas superficiales oceánicas presenta niveles muy reducidos 
de estos nutrientes minerales (Bristow et al. 2017). Dado que las diatomeas son 
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responsables de aproximadamente 40 % de la productividad primaria en los 
océanos (Field et al. 1998, Armbrust 2009, Tréguer et al. 2017), el éxito de estas 
microalgas en los ecosistemas acuáticos depende de su resistencia y de su 
capacidad notable para sobrevivir y proliferar aún bajo condiciones desfavorables. 
Ello se debe a una serie de estrategias metabólicas que les permiten superar con 
éxito las fluctuaciones ambientales (Muhseen et al. 2015). Como se mencionara 
más arriba, parte de la adaptabilidad y diversidad de vías metabólicas yace en el 
origen por endosimbiosis secundaria de su plasto y la adquisición de genes de 
diversos orígenes (Bowler et al. 2010, Cruz de Carvalho et al. 2016). 
El estrés por deficiencia de nutrientes puede dar lugar a respuestas específicas 
y a respuestas generales secundarias (Brembu et al. 2017). Por ejemplo, una 
respuesta específica sería la estrategia de aumentar el número de transportadores 
de membrana (Hildebrand 2005, Maheswari et al. 2010, Bender et al. 2014) o la 
inducción de enzimas de rescate del elemento carente a partir de compuestos 
orgánicos intra o extracelulares. Un estudio de transcriptómica reveló que la 
deficiencia temprana de P en T. tricornutum promueve la transcripción de genes 
relacionados con presuntos transportadores de P (Cruz de Carvalho et al. 2016). 
Ya se ha señalado en la Sección 1 cómo la carencia de P y de N en los cultivos 
estudiados indujo la actividad de fosfatasas alcalinas y proteasas, respectivamente, 
permitiendo el cambio a un tipo de nutrición mixotrófico. A pesar de ello, en los 
proteomas de las células provenientes de medios carenciados no se pudo detectar 
una mayor abundancia de ninguna de estas enzimas.  
Por otro lado, el efecto de la carencia de P o N sobre la mayoría de los caminos 
metabólicos puede considerarse como una respuesta secundaria (Brembu et al. 
2017). 
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La comparación de la abundancia de proteínas en los proteomas de medios 
carenciados respecto del control (Véase Figura 4.18) se ha convertido en una 
herramienta muy valiosa para entender la regulación global de las vías 
metabólicas en respuesta a las deficiencias de nutrientes esenciales (Dyhrman et 
al. 2012, Hockin et al. 2012, Rosenwasser et al. 2014, Wang et al. 2014, Yang et 
al. 2014a,b, Muhseen et al. 2015, Longworth et al. 2016). Sin embargo, ante las 
carencias nutricionales, las vías metabólicas exhiben variaciones atribuidos, entre 
otros factores, a las diferencias interespecíficas (Hockin et al. 2012, Bender et al. 
2014, Bromke et al. 2015) y a los diseños experimentales empleados (densidad 
celular inicial, la duración del período de hambreado, etc.) (véase comparación en 
Brembu et al. 2017). Esa diversidad de situaciones dificulta la interpretación de 
los resultados y la generalización de las conclusiones. 
 
4.7.3. Proteoma de células cultivadas en medio carente de P 
Proteínas plastidiales 
En carencia de P, los proteomas de H. luciae mostraron una menor abundancia 
de las proteínas relacionadas con los complejos antena y el transporte electrónico 
en los dos fotosistemas, tal como también fuera informado en trabajos previos 
(Yang et al. 2013, Feng et al. 2015, Cruz de Carvalho et al. 2016, Chen et al. 
2018). La disminución en las proteínas vinculadas con los fotosistemas y los 
complejos antena en una situación de estrés nutricional es favorable ya que reduce 
la probabilidad de generación de especies reactivas de oxígeno. Pese a ello, se 
detectó mayor cantidad de la enzima detoxificante ascorbato peroxidasa, que 
frente a la reducción de la capacidad de absorción de fotones, purga el exceso de 
especies reactivas de oxígeno. Estos resultados coinciden con aquellos 
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mencionados para otras especies de diatomeas sometidas a la carencia de P 
(Dyhrman et al. 2012, Feng et al. 2015). 
La cuantificación colorimétrica de los pigmentos en los cultivos carenciados de 
P no demostró esta reducción de la maquinaria fotosintética, probablemente 
debido a una menor sensibilidad en el método extractivo-colorimétrico. En 
concordancia con ello, se observó una disminución en las proteínas relacionadas 
con la degradación de pigmentos (proteasas A0T0K8 y A0T0S3). Por otro lado, la 
cuantificación colorimétrica reveló que no hubo cambios en la relación clorofila a 
/fucoxantina, tal como lo reportaran Alipanah et al. (2018) en P. tricornutum.  
Se debe recordar que bajo carencia de P disminuyeron la tasa de crecimiento y 
la capacidad de carga (Véase Sección 1). Feng et al. (2015) sostienen que P. 
tricornutum produce al menos dos generaciones bajo carencia total de P, 
utilizando reservas de P intracelular. Varios autores reportaron el reciclado 
(turnover) de fosfolípidos de membranas para utilizarlos como fuente de P (Van 
Mooy et al. 2009, Martin et al. 2011). Esto necesariamente traería aparejado un 
cambio en la organización de las membranas plastidiales, el mayor reservorio de 
fosfolípidos intracelular, que de acuerdo a la magnitud devendría en una menor 
eficiencia de captación de fotones.  
En estudios de transcriptómica, se describió una promoción de la transcipción 
de genes relacionados con la fotosíntesis durante el estrés por deficiencia de P 
(Yang et al. 2014b) como mecanismo reparador de los fotosistemas dañados. Sin 
embargo, dada la diferencia de tiempo entre transcripción y traducción, puede que 
al momento de procesar las células no se pueda observar un incremento en la 
abundancia de proteínas transcriptas. Más aun, Feng et al. (2015) midieron un 
aumento del parámetro Fv/Fm, indicando que, durante el lapso de su incubación 
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en ausencia de P, el daño en los fotosistemas de P. tricornutum no había sido lo 
suficientemente severo como para afectar la captación de fotones. 
La alteración de los fotosistemas no incidió sobre la abundancia de la 
RUBISCO ni sobre la producción de ATP. Nótese que aumentó la abundancia de 
ferredoxina-NADP reductasa (Tabla 4.13), lo que sugiere el funcionamiento del 
flujo acíclico de electrones creando el gradiente de H
+
 necesario para la síntesis de 
ATP.  
El proteoma de los cultivos de H. luciae sin P reveló una mayor abundancia de 
diversas subunidades de la RUBISCO, como fuera reportado para P. tricornutum 
y T. pseudonana (Dyhrman et al. 2012, Feng et al. 2015). En cambio, Chen et al. 
(2018) no observaron cambios respecto del control en T. pseudonana. Sin 
embargo, otros autores informan de la disminución de la abundancia de esta 
enzima en la Ochrophyta Aureococcus anophagefferens (Wurch et al. 2011). 
Estas diferencias pueden atribuirse a características específicas y a la variación en 
la extensión del período de hambreado (desde 48 h a 8 días). Por ejemplo, 
mientras que bajo carencia de P en P. tricornutum se redujo la transcripción de 
enzimas relacionadas con el ciclo de Calvin concomitantemente con el cese de la 
división celular luego de 48 h (Dyhrman et al. 2012, Cruz de Carvalho et al. 
2016), en T. pseudonana la transcripción de los mismos genes fue promovida y la 
división celular se detuvo a las 124 h (Cruz de Carvalho et al. 2016). En los 
cultivos en cristalizadores, el crecimiento neto de la población de H. luciae en 
medio sin P continuó hasta los 9 días (Sección 1), indicando que, al igual que T. 
pseudonana, la especie aquí estudiada sería más resistente al hambreado de P. 
En suma, dada la coordinación entre las etapas fotoquímica y bioquímica de la 
fotosíntesis, la detección de niveles mayores de RUBISCO en H. luciae bajo 
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carencia de P indicó que, al momento del procesamiento de las células, la fijación 
de carbono era suficiente como para sostener la biomasa del cultivo.  
 
Metabolismo central del carbono 
La deficiencia de P provocó una activación del catabolismo de hidratos de 
carbono, lo que se evidenció por el aumento de los niveles de varias de las 
enzimas de la glucólisis, como la fructosa-1,6-difosfatoaldolasa, la glicerato-3-
fosfato deshidrogenasa, la fosfoglicerato quinasa y la piruvato quinasa en 
coincidencia con los proteomas y transcriptomas previamente reportados 
(Dyhrman et al. 2012, Yang et al. 2014b, Wang et al. 2014, Cruz de Carvalho et 
al. 2016, Feng et al. 2015, Shih et al. 2015, Zhang et al. 2016a, Brembu et al. 
2017). Cuando se comparan las vías glicolíticas de los diferentes compartimentos 
celulares (citoplasma, mitocondria y plastidial), los resultados son más variables 
(Dyhrman et al. 2012, Cruz de Carvalho et al. 2016). En H. luciae, tanto las 
proteínas de la vía citoplasmática como la mitocondrial muestran mayor 
abundancia, mientras que no se detectaron proteínas de la vía plastidial.  
Pese al aumento de enzimas relacionadas con la glucólisis, no se acrecentaron 
las enzimas relacionadas con el CAT. Alipanah et al. (2018) reportaron que 
después de 72 h de hambreado de P en P. tricornutum no observan mayores 
cambios en los intermediarios metabólicos del CAT, excepto en los niveles de 
citrato.  
Como contraposición a la vía catalítica de glucosa, se observó el aumento de 
una enzima de la vía biosintética de la crisolaminarina, la UDP-Glucosa-
pirofosforilasa/ fosfoglucomutasa, concordando con los resultados de los 
espectros de MALDI de las células de medios carenciados, donde se observó un 
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mayor grado de polimerización del polisacárido de reserva, en especial en 
ausencia de P. Esta promoción de la acumulación de crisolaminarina contradice lo 
informado en T. pseudonana (Dyhrman et al. 2012) y P. tricornutum (Yang et al. 
2014b), donde bajo condiciones análogas habría una degradación del polisacárido 
de reserva.  
Aunque la carencia de P pueda traer aparejada una limitación de la fijación de 
carbono en el ciclo de Calvin, cuando la división celular cesa en la etapa 
estacionaria, la producción de esqueletos carbonados puede exceder los 
requerimientos celulares. Este exceso de carbono será almacenado en forma de 
crisolaminarina, como se indica más arriba, o de lípidos (véase más adelante), o 
bien es secretado como EPS (Hessen & Anderson 2008, Brembu et al. 2017). En 
la Sección 1 se relacionó el aumento de la movilidad en medio carente de P con la 
secreción de mucílago extracelular. Una de las proteínas, la UDP-glucosa-6-
deshidrogenasa, que aparece con mayor abundancia en los cultivos carenciados de 
P, participa en la vía de síntesis de glicosilaminoglicanos que componen las EPS 
(Führing et al. 2015, Aslam et al. 2018). 
La acumulación de lípidos neutros es una respuesta frecuente de las microalgas 
ante el estrés nutricional (Fields et al. 2014). De acuerdo con ello, se detectó una 
mayor abundancia de la AcCoA carboxilasa. Pese a que el reciclado de 
fosfolípidos de membranas y su sustitución por sulfolípidos y lípidos de betaína 
han sido frecuentemente reportados en carencia de P (Van Mooy et al. 2009, 
Martin et al 2011, Dyhrman et al. 2012, Abida et al. 2015, Cruz de Carvalho et al. 
2016, Brembu et al. 2017), el proteoma de H. luciae no presentó las proteínas 
relacionadas con dichas rutas biosintéticas. 
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La menor abundancia de proteínas ribosomales en el medio carente de P 
coincide con resultados anteriores (Wang et al. 2014, Alipanah et al. 2018, Chen 
et al. 2018) como consecuencia de la falta de este elemento para la síntesis del 
ARN ribosomal y de ATP para la síntesis de proteínas (Chen et al. 2018).  
Otro grupo de proteínas nucleares, las histonas, aumentó su abundancia en los 
dos medios carenciados, si bien Chen et al. (2018) solo registraron aumento bajo 
carencia de N. Ello sugiere una activación de procesos intranucleares.  
La incorporación de nutrientes y otras macromoléculas en las células 
eucarióticas ocurre vía endocitosis mediada por vesículas recubiertas de clatrina 
(Conner & Schmid 2003). Considerando que por este mecanismo las células 
pueden internalizar nutrientes, la mayor abundancia de la cadena pesada de la 
clatrina en f/2-P podría apuntar a una adaptación al estrés por falta de P. 
 
4.7.4. Proteoma de células cultivadas en medio carente de N 
Los estudios del efecto de la carencia de N en microalgas emplearon 
predominantemente transcriptómica (Wan et al. 2012, Bender et al. 2014, 
Alexander et al. 2015, Remmers et al. 2018) que, como se mencionara 
anteriormente, no necesariamente refleja los cambios a nivel de las proteínas o de 
los metabolitos (Nie et al. 2007, Zhang et al. 2010). Los estudios de proteómica 
bajo carencia de N han cobrado importancia (Hockin et al. 2012, Rosenwasser et 
al. 2014, Muhseen et al. 2015, Longworth et al. 2016, Jian et al. 2017, Chen et al. 
2018) o integrados entre transcriptómica-proteómica-metabolómica (Alipanah et 
al. 2015, Bromke et al. 2015, Remmers et al. 2018). 
En H. luciae, al igual que en otras diatomeas, el crecimiento en deficiencia de 
nitrógeno produjo una reducción en la tasa de crecimiento (véase ítem 2.2), 
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conjuntamente con la acumulación de lípidos (véase ítem 2.3.1), la clorosis (véase 
ítem 2.3.2) y la reducción del nivel de proteínas celulares provocando un aumento 
de la relación hidratos de carbono/proteínas (véase ítem 4.3.1) (Bender et al. 2014 
y bibliografía allí citada).  
 
Proteínas plastidiales 
Bajo carencia N los proteomas de H. luciae mostraron en general una menor 
abundancia de las proteínas relacionadas con los complejos antena y el transporte 
electrónico en los dos fotosistemas, tal como informaran Yang et al. (2013), Feng 
et al. (2015), Levitan et al. (2015), Jian et al. (2017), Chen et al. (2018), y 
Remmers et al. (2018). Por otra parte, la abundancia de proteínas de la 
degradación de pigmentos aumentó respecto del control. Estos resultados son 
consistentes con la reducción del contenido de clorofila y xantofilas (Sección 1).  
La clorofila es una molécula rica en N y por lo tanto la reducción de los 
fotosistemas disminuye la demanda de este nutriente. Como contrapartida, se 
reduce la capacidad de captura fotónica y el exceso de energía lumínica puede 
desencadenar fenómenos de estrés oxidativo, como observaron Domingues et al. 
(2012) y Remmers et al. (2017, 2018). Nótese el aumento de enzimas 
relacionadas con la detoxificación de especies reactivas de oxígeno, como la 
ascorbato peroxidasa o de fotorrespiración como la serinahidroximetil transferasa, 
coincidiendo con resultados anteriores en otras especies de diatomeas (Hockin et 
al. 2012, Longworth et al. 2016). 
La reducción en forma paralela de las proteínas de los fotosistemas junto con la 
RUBISCO señala una mayor de desorganización plastidial que la provocada por 
la carencia de P, de acuerdo con la observación de la reducción de los cloroplastos 
Sección 2                                                                                                    Discusión 
166 
presentada en la Sección 1 en las imágenes al microscopio y la disminución 
significativa del contenido de clorofila y xantofilas (Longworth et al. 2016, Jian et 
al. 2017, Chen et al. 2018). En varias especies de diatomeas, en respuesta al estrés 
por carencia de N se redujeron los niveles de transcripción de los genes que 
codifican para las enzimas involucradas en la síntesis de Chla y de los 
carotenoides junto con una disminución en la concentración de estos pigmentos 
(Bender et al. 2014, Alipanah et al. 2015). 
Por otro lado, y pese al posible daño de los fotosistemas, el aumento de la 
ferredoxina-NADP reductasa mantendría el flujo de electrones permitiendo por un 
lado la síntesis de poder reductor y por otro la de ATP de acuerdo con la mayor 
abundancia de la ATP sintetasa, en forma semejante a lo informado para T. 
pseudonana (Jian et al. 2017). La coenzima reducida y el ATP son necesarios 
para la síntesis de lípidos y para la asimilación de NH4
+
 (véase más adelante) y en 
la protección del estrés oxidativo vía la ascorbato peroxidasa. 
 
Metabolismo central del carbono 
El número de esqueletos carbonados aumentará por un lado por la disminución 
de la demanda para la asimilación de N y por el otro por su generación a partir de 
distintos procesos catabólicos (Wagner et al. 2017). Por ello, la activación de la 
vía glicolítica ha sido frecuentemente reportada (Hockin et al. 2012, Yang et al. 
2013, Bender et al. 2014, Bromke et al. 2015, Chen et al. 2018). En los proteomas 
de las células de H. luciae provenientes de cultivos en f/2-N, se detectaron menos 
enzimas de la vía glucolítica, en comparación con las células de cultivos 
carenciados en P. Sin embargo, las enzimas de la etapa final (enolasa, piruvato 
quinasa) aparecieron con mayor abundancia que en los controles y sugieren una 
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activación de esta vía (Bender et al. 2014, Alipanah et al. 2015, Lin et al. 2017, 
Chen et al. 2018). En condiciones de carencia de N, la glucólisis es la vía 
preferencial de degradación de glucosa por sobre la vía OPP para obtención de 
energía y poder reductor. Sin embargo, la NADH deshidrogenasa de la cadena 
respiratoria disminuyó su abundancia, coincidiendo con lo observado por Jian et 
al. (2017).  
El CAT juega un papel muy importante en la redistribución de C bajo carencia 
de N, ya que los esqueletos carbonados de estos cetoácidos se emplean en la 
reasimilación del amoníaco generado a partir de la degradación de proteínas 
(Bender et al. 2014, Remmers et al. 2018). En los proteomas sólo se registró un 
aumento de la enzima dihidrolipoamida succiniltransferasa, componente del 
complejo 2-oxoglutarato deshidrogenasa, que lleva a cabo la descarboxilación 
oxidativa del 2-oxoglutarato a SuccinilCoA. El 2-oxoglutarato se conecta con el 
reciclado de aminoácidos como el ácido glutámico (Hockin et al. 2012, Ge et al. 
2014, Levitan et al. 2015), redirigiendo el nitrógeno intracelular producto del 
catabolismo. El reciclado de componentes celulares bajo carencia de N vía el 
CAT ha sido repetidamente propuesto por varios autores (Hockin et al. 2012, 
Levitan et al. 2015, Kim et al. 2017, Jian et al. 2017, Lin et al. 2017, Matthijs et 
al. 2017, Remmers et al. 2018).  
En f/2-N aumentó la abundancia de una isozima de la glutamino sintetasa, tal 
como fuera reportado en varios trabajos (Hockin et al. 2012, Bender et al. 2014, 
Yang et al. 2014a, Longworth et al. 2016, Lin et al. 2017, Remmers et al. 2018). 
Esta isozima no estaría relacionada con la vía de asimilación de nitrato, que 
consume mucha energía y equivalentes de reducción difíciles de afrontar con los 
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fotosistemas parcialmente degradados, sino con el reciclado de amonio 
proveniente de las vías catabólicas.  
Adicionalmente, la decarboxilación-desaminación de glicina a serina (mayor 
abundancia de SHMT) actuaría también como fuente de amonio y sustrato para la 
glutamino sintetasa.  
Fue llamativo el aumento en la abundancia de un precursor de la piruvato 
carboxilasa. Esta enzima lleva a cabo la conversión de piruvato a oxalacetato en el 
primer paso de la gluconeogénesis. La operación de esta vía no puede aseverarse, 
al no haberse detectado la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa que lleva a cabo la 
conversión del PEP a partir de OAA. La decarboxilación del OAA dentro del 
cloroplasto podría brindar el CO2 que reaccionaría con la ribulosa-1,5-difosfato 
gracias a la actividad carboxilasa de la RUBISCO en el ciclo C-4 (Kroth et al. 
2008). Por otro lado, el OAA puede ser traslocado a otros compartimentos como 
la mitocondria e ingresar en el ciclo CAT (Remmers et al. 2018). 
No se debe descartar que parte del carbono sea direccionado a la acumulación 
de crisolaminarina (Caballero et al. 2016, Longworth et al. 2016), como lo indica 
el aumento de la UDP-glucosapirofosforilasa-fosfoglucomutasa. Los espectros de 
MALDI-TOF de H. luciae mostraron un rango de grado de polimerización más 
extendido para la crisolaminarina de los cultivos en f/2-N, incluyendo especies de 
bajo PM (Daglio et al. 2018). Esto coincide con la observación de un incremento 
de maltosa y glucosa en P. tricornutum bajo deficiencia de N (Remmers et al. 
2018). En modo contrario, en T. pseudonana no funcionaría la biosíntesis de 
crisolaminarina bajo carencia de N (Jian et al. 2017). 
La mayor abundancia de Ac-CoA carboxilasa en los medios carenciados parece 
apuntar a la acumulación de lípidos, como se observara en la Sección 1. En 
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concordancia con ello, se registró un aumento en dos isozimas V-ATPasa. Ante la 
aplicación del inhibidor específico del transporte mediado por V-ATPasas, la 
Bafilomicina A, Zhang et al. (2016b) reportaron de la disminución del número y 
tamaño de los cuerpos lipídicos en P. tricornutum juntamente con la menor 
expresión de genes relacionados con la biosíntesis de lípidos. Esto indica que la 
carencia de nutrientes en H. luciae, en especial de N, llevó a la etapa lipogénica 
del cultivo, como lo demuestran la mayor abundancia de V-ATPasas, de AcCoA 
carboxilasa, la cuantificación colorimétrica de lípidos y el tamaño de las gotas 
lipídicas.  
A diferencia de las células de f/2-P, no se detectaron prácticamente proteínas 
ribosomales, excepto por una disminución de las correspondientes a la subunidad 
50S de los ribosomas plastidiales. Sin embargo, se debe recordar que se registró 
una disminución de casi 50 % de proteínas en los dos medios carenciados (véase 
ítem 4.4.1). La degradación de proteínas ribosomales bajo deficiencia de N ha 
sido repetidamente informada (Longworth et al. 2016, Remmers et al. 2018), ya 
que pueden actuar como un reservorio de N (Acquisti et al. 2009). Al mismo 
tiempo, se observó un aumento de proteínas involucradas en la señalización y 
degradación de proteica, como la ubiquitina o la proteína 14-3-3, de manera 
similar a P. tricornutum bajo diversas situaciones de estrés (Clement et al. 2017). 
El aumento de la adenosilhomo-cisteinasa, enzima de la biosíntesis de la 
cisteína, también registrado aunque en menor grado en las células cultivadas en 
f/2-P, es consistente con la existencia de estrés oxidativo impuesta por la 
deficiencia nutricional (Lin et al. 2017). La cisteína forma parte de proteínas ricas 
en cisteína (CRP, en sus siglas en inglés) y de tioles de bajo peso molecular como 
el glutatión (Sen & Packer 2000) que intervienen en la determinación del 
Sección 2                                                                                                    Discusión 
170 
potencial redox celular, el cual coordina, entre otros, la red de defensa al estrés 
oxidativo o la mediación en procesos de señalización y transcripción (Dalle-
Donne et al. 2008, Rosenwasser et al. 2014). 
En suma, estos resultados sugieren que la modificación del metabolismo de 
carbono bajo carencia de N en H. luciae ocurre como consecuencia de dos 
procesos. El primero se relaciona a la transferencia de nitrógeno proteico 
plastidial por disminución marcada del aparato fotosintético. El segundo consiste 
en redirigir el C fijado fotosintéticamente vía el nudo del CAT a los lípidos como 
destino final. Levitan et al. (2015) comparan esta remodelación metabólica en las 
células de las diatomeas con el llenado de granos en gramíneas. Durante este 
proceso, el nitrógeno almacenado en la hoja bandera es catabolizado y redirigido a 
las semillas (Bahrani & Joo 2010). En forma análoga, la movilización de N desde 
el cloroplasto de las diatomeas inicia la clorosis. Los esqueletos carbonados de las 
proteínas son redirigidos a la síntesis de lípidos. Este cambio metabólico implica 
la modificación del patrón de transcripción ante la señal ambiental de estrés 
nutricional. Rosenwasser et al. (2014) informaron que varias proteínas centrales 
del metabolismo del nitrógeno son sensibles a cambios en el potencial redox 
celular otorgando a las diatomeas una gran plasticidad metabólica y adaptabilidad 
ante cambios en el ecosistema (Wagner et al. 2017). 
Por lo antedicho en el ítem 4.7, el estudio del proteoma de H. luciae en 
distintas condiciones de cultivo permiten afirmar la Hipótesis 10, a partir del 
extenso conjunto de evidencias aquí presentadas. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
MÉTODOS 
EXPERIMENTALES 
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Consideraciones generales 
Para las evaporaciones a presión reducida se utilizó un evaporador rotatorio 
Büchi R-205 con temperaturas de baño de 40 ºC.  
Las centrifugaciones se realizaron en una Centrífuga SIGMA 4K15 refrigerada 
y en una microcentrífuga Eppendorf, modelo 5418. 
Las lecturas de absorbancia de las determinaciones colorimétricas se llevaron a 
cabo en un espectrofotómetro Jenway 6505, empleando celdas de cuarzo de 1 cm 
de recorrido óptico. 
Los espectros de masa se realizaron en un espectrómetro de masa acoplado a 
un cromatógrafo gaseoso Shimadzu QP 5050A (Shimadzu Corporation). Los 
espectros de masa se realizaron a un potencial de ionización de 70 eV. 
Para las hidrólisis y el almacenamiento de las muestras se utilizaron viales de 
rosca con cierre de teflón con capacidad para 4 ml. 
Las muestras en solución acuosa se llevaron a sequedad en liofilizador Virtis 
10-324, a presiones inferiores a 100 mTorr y a temperaturas cercanas a -45 ºC. 
Las extracciones se hicieron utilizando un agitador magnético Thermolyne 
Nuova (modelo SP 18420). 
Las agitaciones se realizaron con un vortex Thermolyne Mixer II (modelo 
M37610-26) 
Para la recolección de subfracciones de las columnas de cromatografía de 
permeación en gel se empleó un colector automático Bio-Rad, modelo 2110. 
Las observaciones al microscopio óptico se realizaron en:  
a) un microscopio invertido (Olympus CK40),  
b) un microscopio con contraste interferencial (Reichert-Jung) equipado con una 
cámara fotográfica CANON 600D EOS,  
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c) un microscopio óptico Olympus BX50 (Cámara Olympus c7070) equipado con 
filtro para DIC (Contraste por Interferencia Diferencial), 
d) un microscopio Zeiss Axioscope (Jena, Alemania) con una cámara digital 
(Olympus C5000, Tokyo, Japón). 
Las observaciones al MEB se hicieron en un microscopio Gemini (Zeiss DSM 
982) equipado con un cañón de emisión de campo y un lente detector de 
electrones secundarios (SE). El voltaje de aceleración de electrones (EHT) fue de 
15 kV, la distancia de trabajo (WD) fue de 4 mm y el rango de aumento fue de 
7000 x y 90,000 x. El material fue previamente metalizado en una metalizadora 
(Cressington Scientific Instruments, Reino Unido) (Centro de Microscopía 
Avanzada, FCEN, UBA). 
La microscopía electrónica de barrido ambiental (ESEM) se realizó en un 
microscopio ESEM (XL30 Philips) operando con un voltaje de aceleración de 20 
kV y una presión de la cámara de 0.9 Torr. 
Para sonicar se utilizó en algunos casos un baño ultrasónico (Elma LC 30 H) 
con frecuencia de 35 kHz y en otros un sonicador de vástago (Sonics & Material 
VC 50) con frecuencia de 20 kHz.  
Las corridas de cromatografía gaseosa con detector FID se realizaron en un 
cromatógrafo gaseoso Hewlett-Packard 5890A equipado con un detector de 
ionización de llama (FID) y un integrador Hewlett-Packard 3395A. 
Para la espectrometría de masa UV-MALDI-TOF fue utilizado un 
espectrómetro de masa Ultraflex II TOF/TOF con software Flexcontrol 3.0 
(Bruker Daltonics Gmbs H, Bremen, Alemania). 
Para la electroforesis se utilizó una cuba (Mini-PROTEAN 3) y una fuente de 
poder Bio-Rad (Power 3000). 
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Para la separación y detección de las proteínas celulares se empleó un nano 
HPLC (modelo EASY-nLC 1000) equipado con una pre-columna (C18, 3 μm, 75 
μm x 20 mm, modelo Acclaim Pep Map) y una columna (C18, 2 μm, 75 μm x 150 
mm, modelo EASY-Spray Accucore), acoplado a un ionizador Electro Spray 
(modelo EASY-SPRAY) de la marca Thermo Scientific. Se utilizó un 
espectrómetro marca Thermo Scientific (modelo Q-Exactive), con una celda de 
HCD y un analizador Orbitrap. 
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SECCIÓN 1 
 
MUESTREO Y CULTIVO DE ESPECIES DE DIATOMEAS 
 
5.1. Recolección del material 
El material algal se recolectó el 8 de abril de 2013 en el estuario de Bahía 
Blanca en la estación de muestreo de Puerto Cuatreros (38º 44´ 56´´S; 62º 22´ 
51´´O), Gral. Cerri (Figura 5.1).  
 
Figura 5.1: Mapa de la zona interna del estuario de Bahía Blanca, localizado al 
sur de la provincia de Buenos Aires. La flecha indica el sitio de muestreo, Puerto 
Cuatreros (Mapa modificado de Spetter et al. 2015). 
 
Para la medición de la temperatura superficial y la salinidad se utilizó un 
multisensor portable (Horiba U-10 multi-probe). En el momento de recolección de 
las muestras se registró una temperatura de 12 °C y una salinidad de 33 psu. 
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5.2. Aislamiento de diatomeas a partir de muestras de los sedimentos 
Se recolectaron sedimentos de la zona superficial en cajas de Petri, sobre todo a 
partir de sectores con una pigmentación marrón-dorada, evidencia macroscópica 
del crecimiento de las diatomeas bentónicas (Figura 5.2 a-b).  
 
Figura 5.2: Aspecto de los sedimentos en el sitio de muestreo. (a) La flecha 
indica un área pigmentada donde se encontraban las diatomeas, (b) 
fraccionamiento de las muestras de los sedimentos en una caja de Petri, (c) 
colocación de los cubreobjetos sobre el papel de filtro y (d) aislamiento de las 
diatomeas bentónicas por fototactismo en el laboratorio. 
 
En el laboratorio, las muestras de los sedimentos fraccionadas en cajas de Petri 
se homogeneizaron suavemente con una varilla de vidrio eliminando la mayor 
cantidad de agua posible. Luego, en cada caja de Petri, se depositaron sobre la 
superficie del barro tres trozos de papel Whatman®105 y sobre cada uno de ellos 
un cubreobjeto, presionando con suavidad (Figura 5.2.c). Las cajas de Petri se 
incubaron bajo una lámpara de 60 watts (Figura 5.2d) durante 1 h para favorecer 
el desplazamiento de las diatomeas hacia las capas superiores del sedimento 
siguiendo una respuesta fototáctica positiva. Al hacerlo atravesaron la malla 
gruesa del papel y se adhirieron a los cubreobjetos.  
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5.3. Obtención de cultivos unialgales 
Los cubreobjetos se recogieron con una pinza y se colocaron en placas de 6 
pocillos (volumen del pocillo: 5 ml) conteniendo el medio f/2 (Guillard 1975). 
Para la preparación del medio se utilizó agua de mar artificial comercial (Instant 
Ocean
®
) al 30 ‰ esterilizada en autoclave. Luego, en cámara de flujo laminar, se 
adicionaron los volúmenes correspondientes de las soluciones de macro y 
micronutrientes (Tabla 5.1.) 
 
Tabla 5.1: Composición del medio f/2 con salinidad modificada al 30 ‰. Los 
valores se expresan como concentraciones finales por litro de medio de cultivo. 
 
Macronutrientes Concentración (M ) 
NaNO3 882 
NaH2PO4. H2O 36,2 
Na2SiO3 106 
Micronutrientes Concentración (M) 
FeCl3.6 H2O 11,7 
Na2 EDTA.2H2O 11,7 
MnCl2.4 H2O 0,91 
ZnSO4.7 H2O 0,0765 
CoCl2.6 H2O 0,042 
CuSO4.5 H2O 0,0394 
NaMoO4.2 H2O 0,026 
Vitaminas Concentración (μM) 
Biotina 2,05 
Tiamina 296 
Cianocobalamina 0,369 
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El pH final fue de 8,00. Las placas se colocaron bajo una fuente lumínica (100 
µmol fotones m
-2
 s
-1
) con un régimen de fotoperíodo 12:12 h luz:oscuridad dentro 
de una cámara termostatizada en el rango 13-16 ºC. 
El crecimiento de las diferentes especies obtenidas a partir de los sedimentos se 
siguió al microscopio invertido. Periódicamente, con la ayuda de una pipeta 
Pasteur de vidrio se tomaron alícuotas de los pocillos para iniciar el aislamiento 
unialgal por el método de dilución en gota (González et al. 1995). Las diferentes 
alícuotas se transfirieron a placas de 24 pocillos de 1 ml de capacidad conteniendo 
el medio f/2. 
Aproximadamente al mes, las células se transfirieron a tubos de ensayo con 
tapa a rosca repitiendo el método de dilución en gota.  
El crecimiento de las diatomeas fue más abundante que en las placas de 
pocillo, observándose en las paredes de los tubos sectores pigmentados de 
diatomeas adheridas al vidrio entre los 10 y 12 días. 
Periódicamente se tomaron alícuotas de los tubos a fin de iniciar la 
identificación de las especies aisladas mediante observación al microscopio. 
 
5.4. Identificación de las especies de diatomeas  
La identificación del material se realizó sobre preparados permanentes para 
microscopía óptica o MEB y referencia a las claves y descripciones de distintas 
fuentes bibliográficas (Krammer & Lange-Bertalot 1988, Round et al. 1990, 
Lange-Bertalot 2001, Levkov 2009). 
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5.4.1. Preparados permanentes para microscopia óptica 
Para la obtención de los preparados permanentes de diatomeas se aplicó el 
método de Battarbee (1986) de oxidación de la materia orgánica. Se colocó 1 ml 
de los cultivos algales en medio f/2 en tubos Falcon de plástico de 15 ml y se 
separaron las células por centrifugación suave durante 5 min. Se descartó el 
sobrenadante y el precipitado celular se resuspendió en 5 ml de agua oxigenada 
(30 vol.). La oxidación prosiguió con calentamiento en baño maría en el 
microondas (potencia 80 %) durante 5 min. Inmediatamente se centrifugó y los 
precipitados celulares se lavaron al menos tres veces con agua destilada. Para 
garantizar la oxidación completa de los frústulos, la oxidación se repitió al menos 
cinco veces o hasta verificar la ausencia de materia orgánica en las muestras al 
microscopio.  
A fin de separar las valvas para realizar vistas internas, parte del material 
oxidado se sometió a un pulso de 20 seg en un baño ultrasónico. 
Los preparados permanentes se montaron en un medio con alto índice de 
refracción (Naphrax). Para ello, se secó sobre una placa térmica una gota de la 
suspensión de material oxidado colocado sobre un cubreobjetos totalmente 
desengrasado. El medio de montaje (1 o 2 gotas) se agregó a un portaobjetos que 
se invirtió inmediatamente sobre el cubreobjetos con la muestra seca. Las 
burbujas de aire se eliminaron flameando suavemente el preparado, hasta el punto 
de fusión de la resina. Se presionó levemente con un objeto de punta roma y se 
eliminó el exceso de resina de los bordes limpiando con tolueno. 
Las imágenes se obtuvieron en microscopio con contraste interferencial. 
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5.4.2 Preparación del material para microscopía electrónica de barrido 
(MEB) 
Se colocó una gota del material oxidado (véase ítem 5.4.1) sobre una cinta de 
cobre. Luego se lo secó al aire, protegiendo el material para evitar la 
contaminación con polvo ambiental. Finalmente, se procedió a la metalización de 
la muestra con una capa de platino de 20 nm de espesor para su posterior 
observación al MEB.  
 
5.5. Obtención de cultivos axénicos de Halamphora luciae 
 
5.5.1 Tratamiento por ultrasonido 
A fin de disgregar los cúmulos de células de Halamphora luciae inmersas en 
mucílago, las suspensiones se sometieron a sonicación en el baño ultrasónico 
durante 1 min. La aparición de daño celular debida al tratamiento se controló al 
microscopio en muestras tomadas a diferentes tiempos. El material sonicado se 
centrifugó y posteriormente se inoculó en placas de Petri con medio f/2 agarizado. 
A la semana, se picaron las colonias aisladas en tubos con medio f/2 para obtener 
cultivos en suspensión que se emplearon en el tratamiento posterior con 
antibióticos. 
 
5.5.2. Tratamiento con antibióticos 
La solución de antibióticos conteniendo 100 mg de penicilina G (1200000 U) y 
50 mg de sulfato de estreptomicina se esterilizó por ultrafiltración (González et al. 
1995). Se colocó 1 ml de los cultivos en suspensión obtenidos (véase ítem 5.5.1) 
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en erlenmeyers de 50 ml con 40 ml de medio de cultivo f/2 conteniendo entre 
0,05-0,8 % (v/v) de la solución de antibióticos. Transcurridas las 48 horas, se 
cosecharon las células por centrifugación (5 min, 220 x g). Las diatomeas se 
repicaron en tubos de ensayo conteniendo medio de cultivo f/2. Los cultivos libres 
de bacterias se obtuvieron empleando concentraciones de la solución de 
antibióticos entre 0,2-0,8 % (v/v). 
 
BIOENSAYOS  
 
5.6. Cultivo de H. luciae con diferentes relaciones de nitrógeno y fósforo en el 
medio de cultivo 
Para iniciar las experiencias utilizando diferentes relaciones de P y N, las 
células de cultivos en crecimiento exponencial se lavaron repetidamente con agua 
de mar artificial (30 ‰) para finalmente pre-incubarlas durante 2 días en el medio 
de lavado a fin de agotar las reservas intracelulares de P y N. Al cabo de este 
período de hambreado, las experiencias se iniciaron en placas de pocillos (5 ml de 
medio de cultivo) o en cristalizadores de 100 ml (40 ml de medio de cultivo) de 
acuerdo al diseño experimental a aplicar.  
El medio f/2 para cada tratamiento se preparó empleando las relaciones 
iniciales de P:N indicadas en la Tabla 5.2. En todos los casos, se realizaron 
triplicados de las distintas condiciones de cultivo. 
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Tabla 5.2: Concentración inicial de P y N en el medio control (f/2) y los 
tratamientos A1-5. 
 
Medio de cultivo N ( μmoles -1) P ( μmoles -1) 
f/2 883 36 
A1 883 9 
A2 221 36 
A3 0 0 
A4 0 36 
A5 883 0 
 
El crecimiento algal se estimó por relevamiento del número de células en al 
menos diez campos ópticos de 1 mm
2
 de superficie seleccionados al azar al 
microscopio invertido equipado con una cámara de video. Los recuentos celulares 
se realizaron sobre microfotografías a 1000 aumentos utilizando el programa TS 
View. 
La tasa de crecimiento exponencial (r) se estimó por ajuste mediante cuadrados 
mínimos a la recta obtenida por transformación logarítmica de los datos (Wood et 
al, 2005). 
Las distintas fases de crecimiento que se tuvieron en cuenta a lo largo del 
trabajo son las siguientes: fase exponencial temprana (5 días), exponencial tardía 
(10 días), estacionaria temprana (15 días) y estacionaria tardía (25 y 35 días). 
 
5.7. Determinación de lípidos totales  
 
5.7.1. Preparación de la curva estándar 
Para las curvas estándar utilizamos aceite de oliva extra virgen (0,92 g ml
-1
 de 
lípidos totales), aceite de coco (0,94 g ml
-1
 de lípidos totales) y una mezcla 1:1 de 
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ambos aceites. Estos aceites fueron seleccionados debido a su composición 
lipídica, con una mayor proporción de ácidos grasos saturados en el caso del 
aceite de coco (> 90 %, principalmente ácido láurico) y de ácidos grasos mono y 
poliinsaturados en el caso de oliva (> 60 % de ácidos grasos monoinsaturados, en 
su mayoría ácido oleico). A partir de una solución de 1 mg ml
-1
 de lípidos se 
cuantificó un rango de lípidos entre 20-70 μg. 
 
5.7.2. Extracción de los lípidos totales 
La extracción de lípidos totales se realizó a partir de 10-20 mg de células de H. 
luciae cultivadas durante 10 y 20 días en medio f/2, f/2-N y f/2-P. Las células se 
centrifugaron en microcentrífuga durante 10 min (500 x g), descartando luego el 
sobrenadante y obteniendo el peso fresco.  
A cada tubo Eppendorf se le agregó una mezcla de cloroformo:metanol (2:1, 
500 μl), posteriormente se los sonicó bajo hielo con un sonicador de vástago (4 
pulsos de 15 seg) y finalmente cada muestra fue filtrada en un vial. 
Se agregaron 300 μl de agua destilada a cada vial, agitando con vortex y 
descartando la fase superior (acuosa) con pipeta Pasteur. Este último paso se 
realizó 2 veces más. Por último se llevaron a sequedad todos los viales y se le 
agregó a cada uno 500 μl de cloroformo:metanol (2:1). 
 
5.7.3. Reacción colorimétrica de la sulfo-fosfo-vainillina 
Se utilizó la reacción colorimétrica de la sulfo-fosfo-vainillina (SPV de sus 
siglas en inglés) modificada de Mishra et al. (2014), ya que es una técnica rápida 
y que requiere escasa cantidad de material algal. 
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El reactivo de fosfo-vainillina (0,016 M) se preparó disolviendo 2,43 g de 
vainillina en una solución acuosa 0,44 M de fosfato de potasio monobásico con 
agua destilada con agitación constante durante 1 hora (300 rpm). 
A 100 μl del extracto lipídico obtenido en el ítem anterior se le agregó 1 ml de 
H2SO4 concentrado, mezclando con vortex y luego colocando durante 10 min en 
baño de agua a 100 ºC. Transcurrido este tiempo se dejó enfriar hasta temperatura 
ambiente. Luego se agregaron 2,5 ml del reactivo de vainillina, mezclando con 
vortex y dejando enfriar hasta temperatura ambiente. 
En aquellos tubos donde se observó turbidez, se tomó un 1 ml de la solución 
para centrifugar en microcentrífuga (5 min, 4000 x g). La absorbancia fue leída a 
530 nm. 
 
5.8. Determinación de la composición de pigmentos fotosintéticos  
Las células cosechadas por centrifugación en tubos Eppendorf se 
resuspendieron en 1 ml de acetona al 80 %. Se agitaron vigorosamente hasta 
observar un color verde homogéneo. Se recogió el extracto acetónico en un tubo 
de ensayo, repitiendo la extracción sobre el pellet celular hasta lograr su total 
decoloración (Strickland & Parsons 1972).  
Los sobrenadantes se reunieron y se normalizó el volumen a 5 ml, leyendo la 
absorbancia a 470, 581, 630, 631, 647, 664 y 691 nm a fin de cuantificar los 
pigmentos fotosintéticos mediante las siguientes fórmulas (Ritchie 2008): 
 
Clorofila a = -0,39 A630 -1,7485 A 647 +11,9442 A664 – 1,4306 A691  
Clorofila c1 + c2 = 23,5902 A630 -7,8516 A647 -1,5214 A664 +1,7443 A691 
Fucoxantina = [A470 – 1,239 (A631 + A581 – 0,3 A664)-0,0257 (A664)]/141 
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Los valores se expresaron como μg de pigmento mg -1 peso fresco. 
 
5.9. Morfometría 
Las mediciones morfométricas se hicieron sobre las imágenes de MEB y de 
microscopio óptico (con filtro para la técnica de DIC) empleando el programa 
SigmaScan® Pro 5.0. Se consideraron los siguientes caracteres diagnósticos para 
la especie: el ancho y el largo de las valvas, el número de estrías en 10 m, el 
número de areolas en 1 m de estrías dorsales, el largo de 10-20 areolas en la 
cuarta y quinta estría contando desde la fisura del rafe proximal hacia los polos 
(Levkov 2009). Las mediciones se realizaron en al menos 100 valvas. 
 
5.9.1. Biovolumen y área total de las células de H. luciae 
Se calculó el biovolumen y el área de la célula según Sun & Liu (2003) en al 
menos 100 valvas, aplicando las fórmulas correspondientes a la forma cimbeloide. 
Luego del tratamiento de oxidación y dada su asimetría, los frústulos se 
depositaron casi siempre con el cíngulo ventral más angosto y ambos rafes hacia 
arriba.  
Para el cálculo morfométrico de la forma cimbeloide se midieron los ejes 
apical y pervalvar. Consideramos el ancho de valva como equivalente al eje 
transapical (Figura 5.3). 
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Figura 5.3: Valores morfométricos analizados en el trabajo, a: eje apical, b: eje 
pervalvar, c: eje transapical. Imagen modificada de Sun & Liu (2003). 
 
5.10. Velocidad de desplazamiento y porcentaje de células en movimiento  
La velocidad promedio de las células seleccionadas al azar se determinó en 
imágenes capturadas en filmaciones de 20-30 seg de duración grabadas con el 
programa AMCap (versión 2004). Se calculó la velocidad de desplazamiento con 
el programa de dominio público Image J (versión 1.50i), fijando la distancia entre 
la posición inicial y final en el correspondiente intervalo de tiempo. La velocidad 
se expresó como µm s
-1
. Además se calculó el porcentaje de células en 
movimiento en un área de 0,2 mm
2
. Todas los valores se expresaron como la 
media ± desvío estándar (n= 20). 
 
5.11. Cinética de producción de s-EPS 
La cinética de liberación de s-EPS de H. luciae cultivada en cristalizadores 
conteniendo medio f/2, f/2-N y f/2-P se determinó mediante la cuantificación de 
hidratos de carbonos totales (Dubois et al. 1956, véase ítem 5.20) en alícuotas de 
200 µl de medio de cultivo libre de células tomadas a los 2, 15 y 25 días. 
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5.12. Tinción con azul de toluidina del mucilago extracelular 
Se colocaron cubreobjetos en el fondo de los cristalizadores conteniendo medio 
f/2, f/2-P y f/2-N durante 10 días. Luego se retiraron cuidadosamente con una 
pinza de punta fina y se tiñeron con una solución acuosa de azul de toluidina al 
0,05 % en buffer acético:piridina (pH 4,50) durante 30 min para permitir la 
observación del mucílago extracelular adherido sobre la superficie del vidrio. 
 
5.13. Microscopía electrónica de barrido ambiental (ESEM) 
Las células se recogieron sobre cuatro cubreobjetos (10 mm de diámetro) 
previamente colocados en el fondo de los cristalizadores con los cultivos de la 
diatomea por un período de 15 días. En el momento de la observación al ESEM, 
los cubreobjetos fueron retirados con una pinza y escurridos sobre un papel 
absorbente para eliminar el exceso de líquido. Las observaciones se hicieron por 
triplicado. 
 
5.14. Medición de actividad enzimática por colorimetría  
 
5.14.1. Actividad fosfatasa alcalina 
 
Fundamento del método 
En medio alcalino, la fosfatasa hidroliza el sustrato orgánico fosfato de p-
nitrofenilo (pNPP) dando como productos fosfato de sodio libre y el p-nitrofenol, 
compuesto coloreado amarillo con un máximo de absorción a 410 nm (Figura 
5.4). Si la concentración de sustrato empleada es tal que garantice la velocidad 
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máxima de la reacción enzimática la aparición de color será directamente 
proporcional a la actividad fosfatasa.  
 
Figura 5.4: Fosfato de p-nitrofenilo como sustrato para la medición de la 
actividad fosfatasa alcalina. 
 
Ensayo enzimático 
Para la medición de la actividad enzimática, las células de H. luciae de cultivos 
en fase exponencial fueron lavadas con agua de mar artificial (véase ítem 5.6) y 
se pre-incubaron durante 5, 10 y 20 días en medio f/2 (control) y medio f/2-P 
(tratamiento) (Tabla 5.2). 
Las diatomeas se cosecharon por centrifugación (15 ºC, 5 min a 700 x g) y se 
resuspendieron en buffer Tris-HCl 13 mM pH 8,50 en agua de mar artificial 30 ‰ 
(Hernández & Whitton 1996).  
La reacción enzimática se inició con el agregado de 50 μl de sustrato (4,2 mg 
pNPP/ml) por cada mililitro de suspensión celular, incubando esta mezcla en un 
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agitador orbital a 37 ºC. Se extrajo una alícuota de la mezcla cada 10 min durante 
los primeros 90 min, y posteriormente, cada 30 min hasta los 180 min. La 
reacción se interrumpió con el agregado de 100 l de NaOH 4M. La mezcla de 
reacción se clarificó por centrifugación y se leyó la absorbancia a 410 nm. Los 
ensayos se llevaron a cabo por triplicado. 
La actividad fosfatasa se midió en 1 ml de mezcla de reacción conteniendo un 
volumen conocido de suspensión celular, 0,107 mM de pNPP (Hernández & 
Whitton 1996) y 13 mM Tris-HCl. 
Se definió la unidad enzimática como la cantidad de enzima que hidroliza 1 
µmol de sustrato por min de acuerdo con la fórmula: 
 
 
Dónde: ΔAbs=absorbancia promedio; V ensayo=volumen final del ensayo (ml); 
ε= coeficiente de extinción molar del pNPP (18,5 mM-1 cm-1); l= recorrido óptico 
de la cubeta del espectrofotómetro (cm); V muestra=volumen de muestra (ml). 
 
La actividad enzimática se expresó en función de las proteínas totales (Lowry 
et al. 1951) como UE µg proteina
-1
µl
-1
. 
 
5.14.2. Actividad proteasa 
Fundamento del método 
La actividad proteasa se midió utilizando el sustrato artificial azocaseína, 
sintetizado según Charney & Tomarelli (1947). 
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La reacción de copulación de aminas aromáticas diazotadas con proteínas 
genera azoproteínas que, en medio alcalino, son coloreadas (máximo de absorción 
a 430 nm). La digestión de las azoproteínas por proteasas genera péptidos de 
menor peso molecular acoplados al cromógeno y solubles en TCA (Figura 5.5). 
Si la concentración de sustrato es tal que garantice la velocidad máxima de la 
reacción enzimática, la aparición de color será directamente proporcional a la 
actividad proteasa y puede medirse en el espectrofotómetro. 
 
Figura 5.5: Medición de la actividad proteasa utilizando una azoproteína 
(azocaseína) obtenida mediante la reacción de copulación con sulfanilamida. La 
actividad enzimática puede cuantificarse espectrofotométricamente midiendo la 
aparición de péptidos coloreados solubles en TCA.  
 
Síntesis de la azocaseína 
El sustrato artificial se sintetizó en el laboratorio mediante la técnica de la 
sulfanilamida. 
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Solución A: se disolvieron agitando constantemente 25 g de caseína en 500 ml 
de agua conteniendo 5 g de NaHCO3. 
Solución B: a 100 ml de agua conteniendo 3 ml de NaOH en baño de hielo y 
con agitación constante, se agregaron 2,5 g de sulfanilamida. Luego se añadieron 
1,1 g de NaNO2 disueltos en 10 ml de agua. Finalmente se hicieron dos agregados 
sucesivos de 9 ml de HCl 5 M y de 9 ml de NaOH 5 M siempre bajo agitación 
constante.  
Luego la Solución B se agregó a la Solución A.  
La azocaseína obtenida presentó un color anaranjado y precipitó por 
acidificación (pH 4,50). El precipitado se lavó dos veces con agua destilada y dos 
veces con etanol, centrifugando entre cada lavado y descartando el sobrenadante. 
Por último, se secó en desecador. La azocaseína sintetizada tuvo un máximo de 
absorbancia de 430 nm. 
 
Ensayo enzimático 
Se cosecharon las células de H. luciae de cultivos en fase exponencial, se 
lavaron con agua de mar artificial (véase ítem 5.6) y se pre-incubaron durante 5, 
10 y 20 días en medio f/2 (control) y medio f/2-N (tratamiento) (Tabla 5.2).  
Las diatomeas se cosecharon por centrifugación (15 ºC, 5 min a 700 x g) y se 
resuspendieron en buffer Tris-HCl 50 mM. La hidrólisis enzimática de la 
azocaseína se llevó a cabo en un tubo Eppendorf conteniendo 400 µl de mezcla de 
reacción, 250 µl azocaseína (2 g 100 ml
-1
 de buffer Tris 50 mM) y 150 l de 
suspensión celular. Los tubos se incubaron a 37 ºC en oscuridad, tomando 
muestras en distintos intervalos de tiempo (0,5; 3; 6; 9; 24; 29; 45 y 50 h). En las 
diferentes muestras, las proteínas se precipitaron agregando 500 l de TCA frío (5 
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% p/v). Luego de la clarificación por centrifugación durante 2 min (4980 x g), se 
separó el sobrenadante al que se le agregaron 300 l de NaOH 2M (Pérez-Lloréns 
et al. 2003). 
La formación enzimática del producto (liberación del grupo azo) se cuantificó 
midiendo la absorbancia a 440 nm, en tres réplicas. La actividad enzimática se 
expresó en función de las proteínas totales (Lowry et al. 1951) (UE µg proteina
-
1
µl
-1
), siendo el coeficiente de extinción molar de la azocaseína (90, 6 x 10
6
 mM
-1
 
cm
-1
). 
 
5.15. Zimografía 
 
5.15.1. Fosfatasa alcalina 
Para la detección de la actividad enzimática en los geles, las células de H. 
luciae de cultivos en fase exponencial fueron lavadas con agua de mar artificial 
(véase ítem 5.6) y pre-incubadas durante 10 días en medio f/2 (control) y medio 
f/2-P (tratamiento).  
Las células se resuspendieron en un tubo Eppendorf que contenía 500 µl de 
buffer Tris-HCl 50mM pH 8,50 con 0,5 mM de PMSF. Posteriormente, cada tubo 
fue sonicado en baño de hielo con un sonicador de vástago (6 pulsos de 15 seg 
cada uno) y finalmente cada muestra fue filtrada en un vial. Antes de proceder con 
los zimogramas se cuantificaron las proteínas totales (Lowry et al. 1951, véase 
ítem 5.19).  
Las condiciones de la corrida y del gel de electroforesis SDS-PAGE se detallan 
más adelante (véase ítem 5.25.1). Las muestras fueron disueltas en el buffer de 
siembra (sin β-mercaptoetanol) 5 min antes de la siembra. 
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Para revelar los geles se utilizó la tinción con el sustrato NBT/BCIP descripta 
en Lin et al. (2013). La solución de tinción estaba conformada por 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-fosfato (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate en sus siglas en 
inglés, BCIP) (0,15 mg ml
-1
), azul de nitrotetrazolio (nitro blue tetrazolium en sus 
siglas en inglés, NBT) (0,30 mg ml
-1
), Tris-HCl (100mM, pH 9,20) y MgCl2 
(5mM).  
Cada gel fue sumergido en la solución de tinción hasta la aparición de manchas 
de color violáceas (24 h). Luego de la aparición de las bandas, el gel fue lavado 
dos veces con agua destilada y fijado en una solución de ácido acético al 3 %.  
Para visualizar con mayor intensidad las bandas el gel, previamente sumergido 
en la solución de NBT/BCIP, fue teñido con nitrato de plata (véase ítem 5.26.2). 
La estimación del peso molecular se realizó a partir de la aproximación 
logarítmica aplicada a la función obtenida con los patrones de peso molecular y la 
distancia recorrida por ellos. 
 
5.15.2. Proteasa 
Para la obtención de la actividad enzimática, las células de H. luciae de 
cultivos en fase exponencial fueron lavadas con agua de mar artificial (véase ítem 
5.6) y pre-incubadas durante 10 días en medio f/2 (control) y medio f/2-N 
(tratamiento). Las células se resuspendieron en un tubo Eppendorf que contenía 
500 µl de buffer Tris-HCl 50 mM pH 8,50. Posteriormente, cada tubo fue 
sonicado en baño de hielo con un sonicador de vástago (6 pulsos de 15 seg cada 
uno) y finalmente cada muestra fue filtrada en un vial. Las proteínas totales fueron 
cuantificadas (Lowry et al. 1951).  
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Las condiciones de la corrida y del gel de electroforesis SDS-PAGE (véase 
ítem 5.25.1) se modificaron según Nagao et al. (2012). El gel SDS-PAGE al 10 % 
fue copolimerizado con gelatina, agregando al gel de corrida 1 ml de una solución 
de gelatina (1 mg ml
-1
). 
Las muestras fueron disueltas a temperatura ambiente en el buffer de siembra 
(sin β-mercaptoetanol) 5 min antes de la siembra. Se sembró 10 µg de proteína 
total en cada calle. Una vez que finalizó la corrida el gel fue lavado con Triton X-
100 2,5 % (v/v) durante 1 h a 4 °C y luego la gelatina fue digerida con la 
incubación del gel en buffer Tris-HCl 50 mM durante 48 h a temperatura 
ambiente.  
Luego de este período de incubación el gel fue sumergido en la solución 
reveladora azul de Coomasie (12 h). Las bandas blancas indicaron la actividad 
proteasa sobre la gelatina (Véase ítem 5.26.1). Para que las bandas tuvieran mejor 
resolución la imagen del gel fue invertida en el programa Image J, transformando 
las bandas negativas en oscuras. 
La estimación del peso molecular se realizó a partir de la aproximación 
logarítmica aplicada a la función obtenida con los patrones de peso molecular y la 
distancia recorrida por ellos. 
 
ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
El análisis estadístico se realizó utilizando el programa liberado InfoStat 2014 
(Di Rienzo et al. 2014, www.infostat.com.ar). El ANOVA de un factor y el 
análisis de medidas repetidas (AMR) fueron utilizados para determinar la 
significancia estadística en los ensayos enzimáticos de actividad proteasa y 
fosfatasa. La prueba de Tukey HSD se utilizó para comparaciones a posteriori. El 
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nivel de significación fue fijado en P < 0,05. Para la prueba de Mauchly se utilizó 
el paquete estadístico IBM-SPSS®. 
 
SECCIÓN 2 
 
5.16. Fraccionamiento de los hidratos de carbono de H. luciae 
 
5.16.1. Sustancias poliméricas extracelulares solubles (s-EPS) 
Las células crecidas en cristalizadores de 100 ml con medio completo f/2, f/2-N 
y f/2-P fueron cosechadas a los 10 días de iniciado el cultivo. Para ello, se 
separaron las células adheridas al fondo de los cristalizadores raspando 
suavemente y luego se centrifugó (5 min, 700 x g) obteniendo por un lado las 
células (C1) y por otro el sobrenadante (S1) (Figura 5.6). Se concentraron 2 litros 
de S1 en un evaporador rotatorio, hasta un volumen de 200 ml.  
 
 
Figura 5.6: Esquema general de la obtención de las fracciones de la cosecha. 
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Las s-EPS se separaron por precipitación con el agregado de etanol frío (4:1) 
durante toda la noche. Se centrifugó y se obtuvo un precipitado (P2) y 
sobrenadante (S2). El precipitado P2 se resuspendió en 100 ml de agua destilada y 
dializó en bolsa de diálisis de poro 3500 MWCO durante 2 días en agua corriente 
y 2 días en agua destilada. Finalmente, se centrifugó P2 durante 10 min 
obteniéndose un pellet (P3) y un sobrenadante (S3) que se liofilizaron.  
El análisis de contenido de hidratos de carbono se realizó utilizando la técnica 
de Dubois et al. (1956). La fracción S3 fue la única que dio reacción positiva con 
la técnica del fenol-sulfúrico, por lo tanto los subsiguientes análisis de las s-EPS 
fueron realizados sobre esta fracción.  
 
5.16.2. Polisacáridos de reserva 
La marcha de extracción para la obtención de los polisacáridos de reserva 
(Figura 5.7) fue realizada a partir de células de H. luciae (C1, Figura 5.7) 
crecidas en el medio completo (f/2) durante 10-12 días y posteriormente 
liofilizadas con un rendimiento de 4 g l
-1
de cultivo.  
La marcha de extracción se realizó con agua a temperatura ambiente (RTW) 
seguida por dos extracciones con agua a 100 ºC (W 100.1 y W 100.2). Sus 
rendimientos fueron los siguientes: RTW: 0,636 g (0,15 g g
-1
 muestra), W 100.1: 
1.88 g (0,45 g g
-1
 muestra), W 100.2: 0,29 g (0,07 g g
-1
 muestra). 
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Figura 5.7: Esquema de la marcha de extracción de las células de Halamphora 
luciae (C1). 
 
5.17. Cromatografía de permeación en gel 
Para desalar las fracciones liofilizadas de las s-EPS (S3) y de los extractos 
acuosos (RTW y W 100.1) se utilizó la cromatografía de permeación en gel con 
dos geles diferentes de empaque. 
Una de las columnas utilizada contaba con 50 cm de largo, 1,5 cm de diámetro 
y estaba empacada con Bio-Gel P-2 (Bio-Rad). La otra columna empleada tenía 
20 cm de largo, 1 cm de diámetro y estaba empacada en este caso con Sephadex
®
 
G-10 (GE Healthcare Life Sciences). El volumen muerto (V0) se determinó con 
Blue Dextran (2 mg ml
-1
), y fue de 20 ml para la primera columna y de 5 ml para 
la segunda. Como eluyente se utilizó agua bidestilada y las fracciones se 
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recogieron en un colector automático. Aquellas fracciones que dieron reacción 
positiva para hidratos de carbono se reunieron y liofilizaron para su posterior 
análisis. Para la estimación del contenido de sales residuales se aplicó la 
precipitación de cloruros con AgNO3 (1 % p/v) en placa de toque. 
 
5.18. Detección de (13)-β-D- glucanos con azul de anilina 
Para poder detectar (13)-β-D-glucanos de células de la fase exponencial 
tardía (10 días) y una estacionaria tardía (20 días) de H. luciae, se colocaron 
cubreobjetos en el fondo de cristalizadores conteniendo medio f/2, f/2-P y f/2-N. 
Una vez transcurrido este tiempo, cada cubreobjeto fue levantado con una pinza y 
colocado en una solución de 0,05 % azul de anilina en buffer fosfato 0,01 M, pH 
8,50 (Krishnamurthy 1999), durante 1 h.  
Las observación se hicieron en un microscopio equipado con una combinación 
de filtros de UV (Ex 330-380 nm, FT 400 nm, Em 420 nm) y azul (Ex 450-490 
nm, FT 510 nm, Em 520 nm) acoplado a una cámara digital. 
 
MÉTODOS GENERALES 
 
5.19. Determinación del contenido de proteínas 
La determinación de proteínas se realizó por el método de Lowry et al. (1951) 
para las muestras solubles en agua. Se utilizaron como reactivos: 
 
 Solución A: Na2CO3 al 2 % en NaOH 0,1 M. 
 Solución B: sulfato cúprico pentahidratado al 0,5 % en tartrato de sodio y 
potasio al 1 %. 
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 Solución C: 50 ml A + 1 ml B, preparados en el momento. 
 Solución D: reactivo de Folin-Ciocalteau (Merck) diluido al medio en agua. 
 
Procedimiento: A 400 μl de muestra conteniendo entre 100 y 500 μg ml -1 de 
proteína, se agregaron 2,0 ml de solución C. Se mezcló y dejó 10 min a 
temperatura ambiente. Luego se añadieron 200 μl de solución D. Se mezcló con 
vortex y se midió la absorbancia a 500 nm a los 30 min. Los valores de 
absorbancia se refirieron a una curva patrón con soluciones de albúmina de suero 
bovino conteniendo hasta 500 μg ml -1 de proteína. 
 
En el caso de la cuantificación de proteínas totales a partir de células se 
pesaron 20 mg de células frescas de H. luciae cultivadas en medio f/2, f/2-N y f/2-
P, y cosechadas en las distintas fases de crecimiento. 
Previo al análisis las células fueron resuspendidas en 1 ml de agua destilada y 
sonicadas con sonicador de vástago (3 pulsos de 10 seg cada uno). Luego se 
centrifugó durante 10 min (5500 x g) y realizó el análisis sobre el sobrenadante 
obtenido. 
 
5.20. Determinación cuantitativa de hidratos de carbono totales 
Se realizó según la técnica de Dubois et al. (1956), que utiliza ácido sulfúrico 
98 % (grado analítico) y solución acuosa de fenol 5 %. 
A 0.5 ml de una solución de hidratos de carbono conteniendo entre 10 y 70 μg 
ml
-1
 se le agregaron 0,5 ml de la solución de fenol al 5 % (p/v) y se agitó. Luego 
se adicionaron 2,5 ml de sulfúrico concentrado con dispensador automático. Los 
tubos se agitaron con vortex. Transcurridos 20 min a temperatura ambiente se 
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midió la absorbancia a 490 nm tomando como referencia curvas estándar de 
glucosa. Los resultados se expresaron como porcentaje de azúcar anhidro. 
En el caso de la cuantificación de hidratos de carbono totales a partir de células 
se procedió como se indicó en el ítem 5.19. 
 
5.21. Determinación de los azúcares componentes 
Se determinaron por cromatografía gaseosa (CG), previa hidrólisis del 
polisacárido y derivatización de los monosacáridos componentes a alditoles 
peracetilados. 
 
5.21.1. Hidrólisis ácida total 
La hidrólisis total se realizó a partir de 1-2 mg de muestra, en el caso de los s-
EPS y de los extractos acuosos. 
En el caso de la hidrólisis de células enteras se pesaron 4 mg de células (frescas 
o congeladas según el ensayo) de H. luciae cultivadas en medio f/2, f/2-N y f/2-P, 
previamente sonicadas en baño ultrasónico (3 pulsos de 10 seg cada uno), 
cultivadas en medio completo o en medio carenciado y cosechadas en los días 10, 
20 y 30 en el caso de las células control y en el día 10 en el caso de la células de 
los medios carenciados. 
La muestra se hidrolizó en 0,5 ml de TFA 2 M a una temperatura de 121 ºC 
durante 2 h. Una vez finalizada, se procedió a eliminar el ácido con corriente de 
aire. 
 
5.21.2. Preparación de los alditoles acetilados 
La obtención de alditoles acetilados se realizó según el procedimiento de 
Albersheim et al. (1967). 
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La mezcla de monosacáridos obtenida por hidrólisis se disolvió en 1 ml de 
amoníaco 1 M agregando 100 mg de NaBH4 y se dejó reduciendo toda la noche. 
Al cabo de ese tiempo se destruyó el exceso de agente reductor agregando 
ácido acético, controlando que el pH bajara a 4,00. Se evaporó el agua hasta 
sequedad y se lavó la muestra 5 veces con metanol para eliminar el ácido bórico 
como borato de metilo. 
A continuación se procedió a la acetilación de la muestra con anhídrido acético 
durante 3 h a 120 ºC. Una vez enfriada la muestra, se agregó 1 ml de agua y se 
extrajo con 1 ml de Cl3CH; se volvió a extraer la fase acuosa dos veces más con 1 
ml de Cl3CH. La fase clorofórmica se lavó sucesivamente con 1 ml de solución 
saturada de NaHCO3 (× 2) y con agua (× 2). La fase clorofórmica se secó con 
Na2SO4 anhidro y se filtró al vacío. El cloroformo se evaporó hasta sequedad y se 
conservó la muestra en freezer (-15 ºC) hasta su análisis por CG (véase ítem 5.23). 
 
ANALISIS ESTRUCTURAL DE LOS EXTRACTOS ACUOSOS 
 
5.22. Metilación  
La fracción RTW (42,5 mg) se metiló por el método de Ciucanu & Kerek 
(1984). Para ello, la muestra (20 mg) se disolvió por agitación durante una noche 
en 0,8 ml de DMSO. Posteriormente se agregaron 50 mg de hidróxido de sodio 
molido en mortero y 20 mg de BH4Na manteniendo bajo agitación magnética 
durante 2 h. Al cabo de este tiempo, la muestra se colocó en baño de hielo para 
proceder al agregado gota a gota de 0,5 ml de ioduro de metilo. Se continuó con la 
agitación durante 1 hora. Se repitió el agregado de hidróxido de sodio a los 30 
min, seguido por un nuevo agregado de ioduro de metilo. Luego de 30 min de 
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agitación la reacción se detuvo con 2 ml de agua destilada. Los polisacáridos 
permetilados se obtuvieron por extracción de la mezcla de reacción con 
cloroformo (x 3). Se reunieron los extractos clorofórmicos y se llevaron a 
sequedad. Rendimientos: RTW-m1 (primer paso de metilación) 17,1 mg; RTW-
m2 (segundo paso de metilación) 10,5 mg. Los productos permetilados se 
hidrolizaron y se derivatizaron para GC (Véase los ítems 5.21.1 y 5.21.2). 
 
5.23. Cromatografía gas-líquido 
 
5.23.1. Análisis de acetatos de alditoles y acetatos de alditoles parcialmente 
metilados 
Los acetatos de alditoles se analizaron en una columna capilar (0,25 mm d.i. x 
30 m) SP-2330 (Supelco) WCOT y recubierta con una película de 0,20 m de 
espesor. Se utilizó nitrógeno como gas portador con un caudal de 1 ml min
-1 
y una 
presión de cabeza de columna de 15 psi. La relación de split fue de 80:1. La 
temperatura del inyector y detector fue de 240 ºC. 
Se emplearon los siguientes programas de temperatura: 
Programa A: 220 ºC isotérmicamente para los acetatos de alditoles. 
Programa B: desde 160 ºC a 210 ºC a 2 ºC min
-1
 y de 210 ºC a 240 ºC a 5 ºC 
min
-1
, seguida de una espera de 30 min para los acetatos de alditoles parcialmente 
metilados (Shea & Carpita 1988). 
Adicionalmente, a fin de detectar aminoazúcares, los monosacáridos (como 
acetatos de alditoles) se analizaron en una columna capilar (0,25 mm d.i x 30 m). 
ULTRA 2 (Hewlett-Packard) WCOT recubierta con una película de 0,20 μm de 
espesor. Se utilizó nitrógeno como gas portador con un caudal de 0,65 ml min
-1
 y 
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una presión de cabeza de 20 psi y una relación de split 80:1. La temperatura del 
inyector y detector fueron de 250 ºC. 
Programa C: desde 160 ºC (espera 5 min) a 220 ºC a 1 ºC min
-1
 y de 220 ºC a 
250 ºC a 2 ºC min
-1
.  
Los tiempos de retención de cada pico se compararon con los de mezclas 
patrones de los acetatos de alditoles y acetatos de alditoles parcialmente 
metilados. 
 
5.23.2. Cromatografía gas-líquido acoplada a espectrometría de masa 
Se realizó CG-EM de los acetatos de alditoles parcialmente metilados en un 
equipo GCMS-QP 5050A Gas Chromatograph/Mass Spectrometer (Shimadzu 
Corporation, Kioto, Japón). Las cromatografías se realizaron en una columna SP-
2330 usando el programa de temperatura de Shea & Carpita (1988) (Véase el ítem 
5.23.1, Programa B).  
Se utilizó He como gas portador con un caudal de 4,4 ml min
-1
, una presión de 
cabeza de 12 psi y una relación de split de 10:1. La temperatura del inyector fue 
de 250 °C. Los espectros de masa se registraron en un rango de masa de 30-600 
Da, empleando un potencial de ionización de 70 eV. El análisis de los picos se 
efectuó en el programa CLASS-5K contando con espectros modelo. 
 
5.24. Espectrometría de masa UV-MALDI-TOF 
Los análisis se realizaron utilizando un espectrómetro de masa equipado con un 
láser de estado sólido de alto rendimiento (=355 nm) y un reflector. El sistema 
fue operado a través del software Flexcontrol 3.0. 
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Las muestras fueron irradiadas con una potencia de laser del 80 % los espectros 
fueron adquiridos tanto en modo lineal como en reflectrón. Los espectros 
obtenidos fueron la suma de 100 a 500 disparos simples del láser, dependiendo de 
las condiciones de las muestras. 
Como calibrante se utilizó β-ciclodextrina con una matriz de nor-harmano. 
Todas las matrices utilizadas fueron compradas a Sigma-Aldrich. 
Como matrices se utilizaron ácido 2,5 dihidroxibenzoico (DHBA), nor-
harmano (nHo), ácido sinapínico (SA) y ácido-α-ciano-4-hidroxicinámico 
(CHCA). Mezclas de DHBA:CHCA (1:1; mol/mol) y DHBA:SA (1:1; mol/mol) 
en 1 ml de metanol:agua bidestilada (75:25, v/v) fueron ensayadas.  
Las soluciones stock de las matrices se prepararon en el momento, disolviendo 
10 mg de la matriz correspondiente (o de la mezcla de matrices) en 1 ml de 
metanol (calidad HPLC)-agua bidestilada (75:25, v/v). En los casos necesarios se 
realizaron espectros de las diferentes matrices utilizadas para asignar las señales 
de las mismas. 
Se calcularon los parámetros n (peso molecular promedio numérico) y el w 
(peso molecular promedio pesado) (Young & Lovell 1991). El n es el promedio 
estadístico del peso molecular de todos las cadenas poliméricas de la muestra y es 
definido por la siguiente ecuación: 
 
Donde: Ni es el número de cadenas de peso molecular Mi. 
 
El w, es sensible a la contribución de las cadenas poliméricas más pesadas y 
es definida según la siguiente ecuación: 
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Siempre el w es superior o igual al n; en caso de que la distribución de los 
polímeros sea monodispersa, la relación ( ) es cercana a uno. 
El grado de polimerización (DP) de los polímeros fue calculado a partir del 
número de unidades de masa de la unidad repetitiva (Ai et al. 2015). 
 
5.24.1. MALDI TOF de los polisacáridos solubles y sustancias de reserva 
Para el análisis de MALDI-TOF MS de las s-EPS (s-EPSc, s-EPS-N y s-EPS-
P) y de los extractos acuosos (RTW y W 100.1) se utilizaron dos métodos de 
preparación: 
Método sandwich (Nonami et al. 1997): se colocaron 0,5 μl de la solución de la 
matriz en la placa de MALDI y se dejaron secar a temperatura ambiente. Cuando 
el solvente se evaporó se colocaron sobre la capa de matriz 0,5 μl de la solución 
de las s-EPS (2-5 mg ml
-1
) o de los extractos acuosos (10-20 mg ml
-1
) y se secó. 
Finalmente se agregó 0,5 μl (× 2) de la solución de matriz (matriz-analito, 3:1 
v/v). 
Método mezcla: se preparó la mezcla del analito-matriz en relación 1:1 (v/v), 
transfiriendo 0,5 μl sobre la placa de MALDI y secando al aire como se describió 
previamente.  
Tanto el análisis de los MALDI de las s-EPS como de los extractos acuosos se 
ensayaron con las matrices y mezclas previamente. 
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5.24.2. MALDI TOF de las células 
Se realizó el análisis de polisacáridos por MALDI-TOF de:  
a) Células crecidas en medio f/2, f/2-N y f/2-P. 
b) Células crecidas en medio f/2 y cosechadas a distintos tiempos.  
c) Células crecidas en medio f/2 y posteriormente congeladas.  
 
En el caso de (a) las células crecieron en medio de cultivo f/2, f/2-N y f/2-P, 
siendo cosechadas durante los días 10-12. En el caso (b) las células crecieron en 
medio f/2 y fueron cosechadas a los 5, 10, 15, 25 y 35 días. Por último en el caso 
(c) las células crecieron en medio f/2 y fueron cosechadas a los 15 días, luego se 
las congeló a -4 ºC durante 15 días.  
En todos los casos las células fueron centrifugadas en una micro centrífuga (60 
x g, 5 min). Se colocó 1 μl del pellet celular en la placa del MALDI y se lo dejo 
secar a temperatura ambiente. Sobre las células se depositó 1 μl de matriz y se 
dejó secar de la misma forma. Todos los ensayos fueron realizados por duplicado 
y repetidos en tres días diferentes. 
 
ANÁLISIS DE PROTEÍNAS POR ELECTROFORESIS y MS 
 
5.25. Extracción de proteínas totales 
Para la cuantificación de las proteínas celulares y extracelulares, las células de 
H. luciae fueron pre-incubadas durante 10 días en medio f/2, f/2-P y f/2-N. Las 
células fueron resuspendidas en tubos Eppendorf conteniendo 1 ml de SDS 2 % 
con el agregado de PMSF (0,5 mM solución final). Los tubos fueron sonicados 
con un sonicador de vástago (6 pulsos de 15 seg cada uno) a 4 °C. Luego se 
Métodos experimentales 
206 
centrifugó en una microcentrífuga durante 10 min (5500 x g) para separar las 
células del extracto proteico, que fue conservado a 4 °C.  
Se obtuvieron los extractos proteicos denominados SDSc, SDS-P y SDS-N, de 
los respectivos medios f/2, f/2-P y f/2-N. 
El análisis de contenido de proteínas se realizó siguiendo el ensayo de Lowry 
et al. (1951) y el de hidratos de carbono utilizando la técnica de Dubois et al. 
(1956). 
 
5.25.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) 
Los extractos proteicos SDSc, SDS-P y SDS-N se fraccionaron por 
electroforesis en gel de poliacrilamida de 10 % en condiciones desnaturalizantes 
(Laemmli 1970). Las muestras se disolvieron en buffer de siembra (0,54 M Tris 
HCl (pH 6,80) conteniendo 10 % (v/v) de β-mercaptoetanol, 20 % (v/v) de 
glicerol, 4 % (m/v) de SDS y 0,005 % (m/m) de azul de bromofenol) y se 
calentaron durante 1 min a 100 ºC. Las corridas se iniciaron a un voltaje de 45 V 
durante 10 min que luego se aumentó a 110 V durante 55 min. Paralelamente se 
corrieron patrones de peso molecular (Rainbow marker-Full range, Amersham). 
 
5.26. Revelado de los geles de electroforesis 
 
5.26.1. Revelado con azul de Coomasie 
El colorante se preparó disolviendo azul Coomasie R250 0,1 % en una mezcla 
de metanol: ácido acético: agua destilada (50:10:40 v/v/v). 
Las bandas en los geles se revelaron luego de la decoloración con una solución 
metanol: ácido acético: agua destilada (40:12:48, v/v/v). 
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5.26.2. Revelado con nitrato de plata 
Al finalizar la corrida, el gel se fijó en una solución metanol:ácido acético:agua 
(50:10:40, v/v/v) durante 10 min. Luego, se deshidrató con 3 lavados sucesivos de 
20 min con una solución de etanol 50 %. 
Posteriormente el gel fue re-hidratado en agua Milli Q agitando en forma 
continua hasta que adquiriese nuevamente una consistencia blanda. Luego se 
realizó un pre-tratamiento en tiosulfato de sodio al 0,02 % (1 min), seguido de 3 
lavados sucesivos de agua Milli Q (20 seg cada uno). Se sumergió el gel en una 
solución de reactivo de nitrato de plata (0,2 % AgNO3) durante 20 min, y 
nuevamente se lavó con agua Milli Q (2 veces, 20 seg cada lavado). Por último el 
gel se incubó con la solución reveladora (6 g de Na2CO3, 50 μl de formol 37 % y 
2 ml de solución de tiosulfato de sodio y 98 ml de agua MilliQ), monitoreando 
constantemente hasta la aparición de las bandas de proteínas. El revelado se 
detuvo agregando una solución de 50 % metanol:12 % ácido acético (10 min). 
 
5.27. Detección de proteínas por espectrometría de masa ESI 
 
5.27.1. Tratamiento de muestras 
Se tomó una alícuota de 100 µl de SDSc, SDS-P y SDS-N (Véase ítem 5.25). 
Cada alícuota fue reducida con ditiotreitol 20 mM durante 45 min a 56 °C y 
alquilada con iodoacetamida 20 mM durante 45 min en oscuridad. Luego fue 
precipitada con 3 volúmenes de acetona, centrifugada y posteriormente su pellet 
fue lavado con acetona fría.  
Métodos experimentales 
208 
Los pellets fueron resuspendidos en buffer de bicarbonato de amonio 50 mM 
(pH 8,00) y digeridos con tripsina (péptidos trípticos) durante toda la noche. Las 
muestras fueron liofilizadas y resuspendidas con 10 µl de ácido fórmico 0,1 %. 
 
5.27.2. Configuración del equipo y la corrida 
Los péptidos obtenidos luego del tratamiento con tripsina (Véase ítem 5.27.1) 
fueron analizados por un nano HPLC acoplado a un espectrómetro de masa con 
un analizador con tecnología Orbitrap. De esta manera se logró la separación de 
los péptidos obtenidos por digestión tríptica de la muestra para su posterior 
identificación.  
Las muestras fueron eluidas previamente por una pre-columna y luego por una 
columna de fase reversa con una temperatura de 35 ºC.  
El volumen de inyección utilizado fue de 2 μl. Se empleó un gradiente con dos 
soluciones (A, agua con 0,1 % de ácido fórmico y B, acetonitrilo con 0,1 % de 
ácido fórmico) (Tabla 5.3.), con un flujo de 300 nl min
-1
. 
 
Tabla 5.3: programa de gradiente de soluciones A (0,1 % ácido fórmico) y B 
(acetonitrilo) utilizado en HPLC. 
 
Tiempo (min) Duración (min) %A %B 
0 No aplica 95 5 
110 110 65 35 
111 1,00 5 95 
120 9,00 5 95 
 
La ionización de las muestras se realizó por electrospray con un voltaje del 
spray de 3,5 kV. El espectrómetro cuenta con un cuadrupolo que se puede utilizar 
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para la selección de iones, una celda de fragmentación HCD y un analizador 
Orbitrap. 
La configuración del equipo permitió que la identificación de los péptidos se 
realice a medida que se separaron por cromatografía, obteniendo Full MS y MS2. 
El método empleado ejecutó la mayor cantidad de ciclos de medición por unidad 
de tiempo.  
En cada ciclo el equipo realizó un Full MS y luego MS2 a los 12 picos de mejor 
relación señal ruido en ese ciclo, con un rango de exclusión dinámico para 
disminuir el número de veces que un mismo péptido se fragmenta a lo largo de su 
elución del cromatograma. 
 
5.27.3. Análisis de Datos 
Los espectros obtenidos fueron analizados con el programa Proteome 
Discoverer (versión 1.4), utilizando la base de datos correspondientes a tres 
especies de diatomeas: Thalassiosira oceanica, T. pseudonana y Phaeodactylum 
tricornutum. Mediante la comparación entre las fragmentaciones obtenidas en el 
espectro de masa con las existentes en la base de datos, el programa emitió un 
informe de los péptidos utilizados (Tabla 5.4.) para la identificación de las 
proteínas (Tabla 5.5.). 
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Tabla 5.4: Parámetros del Proteome Discover para cada péptido analizado en las 
muestras de SDSc, SDS-P y SDS-N. 
 
Secuencia Secuencia de aminoácidos que componen el péptido. 
Nº de proteínas Número de proteínas donde se encuentra ese péptido. 
Modificación Modificaciones identificadas en el péptido como la 
de oxidación de metioninas y la carbamidometilación 
de las cisteínas. 
MH
+
 teórico (Da) Peso molecular monoisotópico protonado de los 
péptidos en Dalton 
 
Tabla 5.5: Parámetros del Proteome Discover para cada proteína analizada en las 
muestras de SDSc, SDS-P y SDS-N. 
 
Código de acceso Código de acceso de las proteínas utilizando el 
programa UP. 
Descripción Nombre de la proteína brindada por el programa 
UP. 
Cobertura  Porcentaje de la secuencia proteica cubierta por 
los péptidos identificados. 
Nº de péptidos Es el número de péptidos encontrados en el grupo 
proteico. 
Nº de péptidos únicos Describe el número de secuencias peptídicas que 
se encuentran únicamente en el grupo proteico. 
Nº de PSM Expone el número de veces que se generó el 
mismo espectro de fragmentación a lo largo de 
toda la corrida.  
Nº de AA Número de aminoácidos teórico de la proteína. 
MW (kDa) Peso molecular teórico calculado para la proteína. 
pI Punto isoeléctrico teórico calculado de la 
proteína. 
Score Sequest HT Puntuación asignada con el programa SEQUEST 
del péptido empírico respecto a los candidatos de 
péptidos teóricos.  
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El programa asigna un nivel de confianza a estos péptidos (alto/medio/bajo), 
seleccionando en nuestro caso el máximo nivel (alto) con un FDR (de sus siglas 
en inglés, false discovery rate) menor al 1 %. Fue necesario obtener al menos 1 
péptido único para la asignación confiable de cada proteína. 
Con los códigos de acceso (ID) proporcionados se utilizaron los programas 
UniProt (UP) (http://www.uniprot.org/) y las anotaciones de las bases de datos 
Gene Ontology (GO) y Protein family (Pfam) (https://www.pfam.xfam.org/) para 
identificar la función, ubicación y el proceso biológico en el que participan las 
proteínas encontradas. 
En algunos casos el Proteome Discoverer categorizó a algunas proteínas como 
“Sin caracterizar” (Uncharacterized) o “Predichas” (Predicted). En el caso de las 
proteínas “Sin caracterizar”, con los programas UP y las bases de datos GO y 
Pfam, se compararon los dominios de estas proteínas con los de proteínas que sí 
están caracterizadas y así se obtuvo información sobre su función biológica y/o su 
ubicación celular. Según el programa UP, las proteínas categorizadas como 
“predichas” son aquellas cuyas secuencias no tienen evidencia a nivel de la 
proteína o del trancripto, sin embargo en algunos casos al cargar su ID en UniProt 
es posible obtener algún indicio de ubicación y función aportado por las bases GO 
y Pfam. 
Para obtener información sobre la abundancia de las proteínas se realizaron 
inyecciones de cada condición por triplicado (SDSc, SDS-P y SDS-N). El Proteome 
Discoverer realizó la identificación de las proteínas, y calculó para cada una, el 
área bajo la curva de los tres picos de MS más intensos.  
Estas áreas están relacionadas a la abundancia de la proteína en la mezcla, y se 
pueden usar para realizar una cuantificación relativa (Michalski et al. 2011). Para 
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esto se realizó la normalización de las áreas para todas las inyecciones (usando la 
sumatoria de las áreas de todas las proteínas para cada condición). La 
comparación de estos valores de área normalizada permite realizar una 
comparación semi cuantitativa de la abundancia de las proteínas en las diferentes 
condiciones (Zhu et al. 2010, Bubis et al. 2017). 
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Los resultados del presente trabajo de tesis constituyen un aporte dentro del 
marco del moderno enfoque de biorrefinería aplicado a cultivos de microalgas. La 
sustentabilidad económica y ecológica de la producción de cultivos masivos a 
gran escala requiere el uso integral de la biomasa algal como fuente de diferentes 
metabolitos. La producción a gran escala de co-productos con valor agregado 
necesita de varias etapas de investigación previa para la selección de especies de 
crecimiento rápido adaptadas al entorno regional y la optimización de las 
condiciones de cultivo, que se logran solo a partir de un acabado conocimiento de 
la ecofisiología y el metabolismo de la especie seleccionada.  
Los cultivos en laboratorio permiten caracterizar los metabolitos de interés 
(polisacáridos de reserva, lípidos, sustancias poliméricas extracelulares) y las 
condiciones de cultivo más adecuadas bajo distintas condiciones ambientales. La 
extrapolación a escala industrial no es directa, pero la caracterización de las vías 
metabólicas preponderantes y su forma de acción en situaciones críticas permiten 
sentar las bases para el escalado de volumen. 
De los resultados de esta Tesis podemos concluir que los cultivos in vitro de la 
cepa de Halamphora luciae aislada a partir de los sedimentos del estuario de 
Bahía Blanca presentan una tasa de crecimiento apropiada para su utilización en 
cultivos masivos, similar a especies de diatomeas actualmente empleadas en 
biorreactores. Otra característica destacable es que, en condiciones de limitación 
de nutrientes, si bien la biomasa final disminuyó aproximadamente 25 %, los 
cultivos se mantuvieron en fase estacionaria sin que se produjera su declinación 
inmediata. En los proteomas de células crecidas bajo condiciones de deficiencia 
de P se detectaron niveles mayores de RUBISCO. Teniendo en cuenta la 
coordinación entre las etapas fotoquímica y bioquímica de la fotosíntesis, ello 
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sugiere que la fijación de carbono resulta suficiente para sostener la biomasa del 
cultivo bajo esas condiciones. Esto implica que, aun en condiciones de carencia de 
nutrientes para enriquecer las células en un determinado metabolito (por ejemplo 
TAGs), la biomasa a cosechar resultó abundante. 
Otra ventaja adicional es que, dadas sus características de especie bentónica, la 
adhesión de las células al fondo facilitaría la cosecha por raspado de los piletones, 
evitando procesos de filtrado que a gran escala resultan costosos. 
La calidad del agua es un factor que incide significativamente en el costo de la 
producción industrial. En general se trata de evitar la utilización de agua dulce, 
recurso destinado prioritariamente para el consumo humano y animal. Por tratarse 
de una especie estuarial, H. luciae se puede cultivar en agua de mar, incluso si 
lleva una carga importante de materia orgánica, ya que la presencia de 
exoenzimas como fosfatasas alcalinas y proteasas permitiría a esta especie incluso 
incrementar la producción de biomasa en esas condiciones. De acuerdo con ello, 
la utilización de esta especie podría destinarse además a la biorremediación de 
efluentes. El cultivo en piletones permitiría la degradación de compuestos 
organofosforados y nitrogenados, el aprovechamiento del mucílago extracelular 
para la bioadsorción de metales pesados y finalmente, la producción de biomasa 
para biodiesel. 
La fuente de nitrógeno empleada es otro factor a tener en cuenta en el cálculo 
de los costos del proceso a gran escala. La presencia de enzimas del ciclo de la 
urea detectada en los proteomas permite considerar la posibilidad de usar esta 
fuente nitrogenada de bajo costo como fertilizante agronómico. 
El monitoreo de la evolución de los cultivos a través de distintos indicadores 
morfométricos y fisiológicos es clave para identificar las distintas etapas y 
Conclusiones 
215 
 
determinar el momento de cosecha máxima de los metabolitos a explotar. Los 
cambios en el biovolumen y en el diámetro de las areolas de H. luciae guardan 
relación con la eficiencia de la incorporación de nutrientes y, por ende, con la tasa 
de crecimiento. En H. luciae, únicamente se registró reducción en la tasa de 
crecimiento conjuntamente con la disminución del volumen celular ante la 
carencia de N, mientras que, desde el punto de vista morfológico, en condiciones 
de carencia de P sólo se evidenció la reducción del tamaño de las areolas. 
Por colorimetría se observó la acumulación de lípidos en H. luciae. Dicha 
acumulación está asociada al incremento de dos isozimas V-ATPasa relacionadas 
con el aumento de tamaño de las vacuolas lipídicas paralelamente con la mayor 
abundancia de la enzima AcetilCoA carboxilasa en incubación bajo estrés 
nutricional. La acumulación de lípidos en la etapa estacionaria tardía, en especial 
en ausencia de N o luego del envejecimiento de las células, fue similar a la 
registrada en otras especies de diatomeas de interés para la producción. Estos 
resultados muestran que se puede inducir la etapa lipogénica en H. luciae, 
resultado que reafirma su potencial para la explotación como especie algal 
oleaginosa. 
Además de los lípidos como reserva de carbono, entre los resultados 
observados se registró la acumulación del polisacárido crisolaminarina. La 
explotación de la crisolaminarina confiere una aplicación adicional a la biomasa 
algal como fuente de carbono para cultivo de invertebrados y moluscos. Los 
análisis de los proteomas de las células en medios carenciados mostraron un 
aumento de una enzima de la vía biosintética de la crisolaminarina, la UDP-
Glucosa-pirofosforilasa/ fosfoglucomutasa.  
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Cabe destacar que este es el primer estudio donde se relaciona un perfil de 
polisacáridos obtenido por MALDI con el contenido y composición de hidratos de 
carbono y el análisis estructural por metilación del polisacárido de reserva. La 
aplicación de espectrometría de masa MALDI-TOF fue especialmente destacable 
en el monitoreo de la acumulación de crisolaminarina, ya que permitió detectar 
cambios en el grado de polimerización de este polisacárido, dependientes de la 
edad de las células o de la incubación bajo carencia de N o P. En consecuencia, 
este polisacárido constituye un indicador del estado nutricional de las células. La 
calibración de las señales del espectro de MALDI podría utilizarse para 
seleccionar el tiempo de cosecha en cultivos masivos para el aprovechamiento de 
diferentes metabolitos, en forma rápida y con un mínimo requerimiento de 
muestra; un método similar podría ser aplicado también a otras especies. 
Mediante los espectros de MALDI se detectaron también cambios en las 
características de las sustancias poliméricas extracelulares de H. luciae. Esos 
cambios resultaron similares a las diferencias de la composición de 
monosacáridos entre el medio completo y los carenciados. En ambos casos se 
manifestó el predominio de glucosa en el medio completo y de galactosa en s-
EPS-N y s-EPS-P conjuntamente con un aumento de los de ramnosa y fucosa en 
el primero, y de arabinosa en el segundo. En el ambiente bentónico, la 
degradación bacteriana de las EPS generaría diferentes señales de oligosacáridos 
según la abundancia o deficiencia de nutrientes, activando en la diatomea una 
respuesta acorde, como por ejemplo, la activación de exoenzimas. 
En concordancia con la mayor secreción de mucílago bajo carencia de P, los 
proteomas de estas células mostraron mayor abundancia de la enzima UDP-
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glucosa-6-deshidrogenasa de la vía de síntesis de glicosilaminoglicanos que 
componen las EPS. 
Bajo condiciones de deficiencia de N, los proteomas revelaron que la 
movilización de N desde el cloroplasto coincidía con la clorosis observada. La 
actividad de varias proteínas centrales del metabolismo del nitrógeno es sensible a 
cambios en el potencial redox celular. Las proteínas ricas en cisteína y los tioles 
de bajo peso molecular como el glutatión intervienen en la señalización del 
potencial redox celular. Acorde con ello, se registró el aumento de la 
adenosilhomo-cisteinasa, enzima de la biosíntesis de la cisteína en ambos medios 
carenciados. El estrés oxidativo impuesto por la deficiencia nutricional también se 
vio reflejado en el aumento de enzimas detoxificantes como la ascorbato 
peroxidasa o las que intervienen en la fotorrespiración, como la glicolato oxidasa. 
La menor abundancia de proteínas ribosomales bajo deficiencia de N, 
conjuntamente con el aumento de proteínas involucradas en la señalización y 
degradación proteica (como la ubiquitina o la proteína 14-3-3) y de la glutamino 
sintetasa que permite asimilar el amonio producto del catabolismo proteico, 
fueron indicadores de la removilización intracelular de este mineral.  
Estos resultados permiten afirmar que la cepa de H. luciae aislada, cultivada y 
estudiada en esta Tesis es de interés para ser utilizada para encarar el escalado del 
volumen de cultivo y su potencial empleo como materia prima para la obtención, 
entre otros, de biocombustibles, crisolaminarina y exoenzimas y en procesos de 
saneamiento y biorremediación. 
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